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RESUMEN 
 
Desde los años 60 se ha venido planteando la resolución de la problemática 
del correcto etiquetado de las especies pesqueras presentes en la amplia variedad 
de los productos de la pesca y como abordar la aplicación de protocolos de 
trazabilidad en este tipo de productos. Con este fin se han desarrollado normativas 
específicas para el etiquetado de los diversos productos comerciales de pescado. A 
lo largo de los años las normativas se han ido modificando de manera que no sólo 
incluyen la regulación del etiquetado de las especies, esto es, la identificación de 
las especies presentes en el producto, sino también la obligatoriedad de incluir en 
el etiquetado la cantidad de cada una de las especies empleadas en el producto. 
La necesidad de cumplir con estos requerimientos legales hace necesario disponer 
de técnicas de autentificación para los productos pesqueros. La técnica más 
sencilla de autentificación de especies de pescado es la inspección visual. Este tipo 
de identificación presenta el inconveniente de que sólo se puede realizar en 
ejemplares que presenten sus caracteres morfológicos intactos. Sin embargo, cada 
vez es mayor la cantidad de productos procesados carentes de caracteres 
morfológicos que permitan su identificación. En los últimos años los métodos más 
aplicados en la identificación de especies en alimentos se basan en el análisis de 
ADN. En la actualidad se ha incorporado la técnica de la PCR a tiempo real a esta 
práctica, ya que presenta la ventaja de permitir una identificación de especies en 
productos donde hay más de una especie. En la PCR a tiempo real es posible la 
monitorización continua de todo el proceso de amplificación gracias a la 
incorporación de un elemento de emisión de fluorescencia, por lo que es posible 
comparar distintas muestras en función de la fase exponencial, cuando la 
eficiencia es máxima, en vez de a punto final como ocurre con la PCR convencional. 
El fundamento de la PCR a tiempo real radica en la existencia de una correlación 
entre la señal de fluorescencia emitida durante el proceso de la PCR y la cantidad 
de ADN molde (diana para esa PCR). Existen distintos métodos matemáticos que 
transforman esa señal de fluorescencia en datos de cuantificación absoluta o 
relativa del fragmento de ADN amplificado. Por lo tanto con esta técnica es posible 
tanto la identificación de una especie como su cuantificación. En esta memoria se 
describe el diseño de distintos sistemas de PCR en tiempo real (sondas TaqMan-
MGB) específicos de las especies más importantes desde el punto de vista 
 xix
 xx 
comercial del género Merluccius y Macruronus, empleando para ello alineamientos 
de secuencias mitocondriales y nucleares. Del mismo modo se aplicaron distintas 
ecuaciones sigmoideas para el ajuste del perfil de datos de fluorescencia obtenidos 
en cada una de las reacciones de PCR, obteniendo el mejor ajuste con la ecuación 
de Richards con 4 parámetros. A partir de dicha ecuación se seleccionó el 
parámetro c como sustituto del valor Ct, método “Threshhold”, por ser menos 
sensible al error experimental. Una vez descritos los perfiles cinéticos se llevó a 
cabo la evaluación de la eficiencia y la capacidad identificativa (especificidad) de 
seis de los sistemas TaqMan-MGB diseñados. Se obtuvieron buenos resultados de 
especificidad para la mayoría de los sistemas a excepción del sistema MMER, uno 
de los dos sistemas diseñados para la especie M. merluccius ya que presentó 
reacción cruzada con la especie M. capensis. La aplicación del sistema MMER_VIC, 
específico de la especie M. merluccius, en muestras comerciales permitió 
discriminar las muestras M. merluccius de las que no lo eran sin obtener falsos 
positivos. Posteriormente, se evaluó la capacidad cuantitativa, tanto relativa como 
absoluta, de cuatro sistemas, tres de género (MAC, HAKE y MLL) y uno especie-
específico (MMER_VIC) en mezclas modelo de diversa complejidad obteniendo 
unos resultados de cuantificación ajustados de manera significativa a lo esperado, 
tanto en cuantificación absoluta como relativa e independientemente de la 
complejidad de las muestras. 
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Introducción General 
INTRODUCCIÓN GENERAL 
 
1.  IDENTIFICACIÓN  Y  AUTENTIFICACIÓN  DE  ESPECIES 
PESQUERAS. 
 
El incremento en el consumo de productos de la pesca, fundamentalmente, 
productos que han sido procesados, como pueden ser productos congelados, 
enlatados, fileteados o precocinados, en los que gran parte de los caracteres 
morfológicos han sido eliminados, hace necesario el establecimiento de  métodos 
de autentificación de dichos productos (Popping 2002; Primrose y col. 2010). Un 
análisis de autentificación es aquél que se realiza para comprobar que el producto 
etiquetado se corresponde realmente con lo que se indica en la etiqueta. 
 
La globalización de los mercados y la introducción de nuevas especies en 
mercados locales, provenientes del extranjero, incrementa la necesidad de utilizar 
métodos de identificación de especies que aseguren la autentificación de los 
productos pesqueros. Un ejemplo de la cantidad de especies de pescado que se 
comercializan para consumo humano lo tenemos en Europa, donde se consumen 
en torno a 500 especies distintas de las 20.000 que se consumen en todo el 
mundo (Martínez y col. 2005). A escala mundial, el pescado proporciona a más de 
3.000 millones de personas el 15% de su aporte medio de proteínas animales per 
cápita. En el año 2007 se cifró en 17 Kg, aproximadamente, el consumo de 
pescado mundial per cápita. 
 
El aumento en el consumo de pescado por parte de la población mundial 
lleva asociado la sobreexplotación de ciertas especies pesqueras con la 
consecuente disminución de stocks y la comercialización de especies 
filogenéticamente próximas como especies sustitutas. Un ejemplo de esta 
tendencia se presenta en el caso de la merluza europea (Merluccius merluccius) 
muy apreciada como producto fresco en el mercado español. Hoy en día se puede 
encontrar en los mercados españoles otras especies de merluza como producto 
fresco, tales como, Merluccius capensis, Merluccius paradoxus, Merluccius 
bilinearis y Merluccius australis. En congelado también se encuentran las especies 
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Merluccius hubbsi, Merluccius gayi y Macruronus sp. Estas nuevas especies 
comerciales, en ocasiones, no se etiquetan correctamente y se presentan como 
merluza europea, incurriendo en un fraude al consumidor (Sánchez y col. 2009; 
García-Vázquez y col. 2011). Otros ejemplos los encontramos en inspecciones 
llevadas a cabo en Europa y en el norte de América en las que se revelaron entre 
un 15 y un 43% de sustituciones en las especies declaradas, destacando el 75% en 
los productos de pargo rojo (Lutjanus campechanus) (Marko y col. 2004).  
 
El etiquetado de un producto puede resultar complicado si se utilizan 
términos similares para definir productos distintos o si a una determinada especie 
de pescado se le reconocen distintos nombres en una misma lengua. La situación 
puede complicarse más si los productos son importados o exportados.  
 
De esta problemática, en la autentificación de las especies pesqueras 
comerciales, surgió la necesidad de desarrollar normas específicas que regularan 
esta actividad. Es por ello que actualmente existe una legislación, tanto a nivel 
nacional como internacional, que se encarga de velar por el correcto etiquetado de 
los productos derivados de la pesca.  
 
1.1 LEGISLACIÓN EUROPEA 
 
A continuación se detallan las normativas Europeas más relevantes 
relacionadas con el etiquetado y/o la autentificación de especies: 
 
Directiva 2000/13/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 20 de 
marzo de 2000, relativa a la aproximación de las legislaciones de los estados 
miembros en materia de etiquetado, presentación y publicidad de los productos 
alimenticios. Esta directiva surge como una herramienta para evitar que las 
distintas disposiciones legales de los estados miembros de la comunidad europea 
dificulten la libre circulación de los productos alimenticios entre dichos paises. Del 
mismo modo la presente directiva se refiere al etiquetado de los productos 
alimenticios destinados al consumidor final así como a ciertos aspectos relativos a 
su presentación y a la publicidad que se hace de ellos. 
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Reglamento (CE) Nº 104/2000 del Consejo de la Unión Europea por el que 
se establece la organización común de mercados en el sector de los productos de 
la pesca y la acuicultura. El capítulo I de esta reglamentación contempla las normas 
de comercialización e información de los consumidores. En ellas se indica que cada 
estado miembro establecerá y publicará una lista de denominaciones comerciales 
de pescado en la que se indicará el nombre científico, la denominación en la lengua 
o lenguas oficiales de cada uno de los estados miembros y, de ser el caso, las 
denominaciones aceptadas a nivel local o regional. 
 
Reglamento (CE) Nº 2065/2001 de la comisión por el que se establecen las 
disposiciones de aplicación del reglamento (CE) nº 104/2000 del consejo en lo 
relativo a la información del consumidor en el sector de los productos de la pesca y 
de la acuicultura. En este reglamento se indica que los productos derivados de la 
pesca en Europa deben de presentar la información referente a la especie, el 
origen geográfico así como si se trata de un ejemplar salvaje o de acuicultura y de 
ser el caso, si está modificado genéticamente. Igualmente se contemplan las 
indicaciones a seguir en el caso de que el producto sea una mezcla de especies 
diferentes. Con esta reglamentación se pretende que la información relativa a la 
denominación comercial, al método de producción y a la zona de captura, esté 
disponible en cada fase de la comercialización de la especie correspondiente. 
 
1.2 LEGISLACIÓN ESPAÑOLA 
 
A continuación se detallan algunas de las normativas españolas 
relacionadas con el etiquetado y/o la autentificación de especies: 
 
Real Decreto 1380/2002, de 20 de diciembre, de identificación de los 
productos de la pesca, de la acuicultura y del marisqueo, congelados y 
ultracongelados. Este decreto tiene por objeto regular la información que debe 
incluirse en el etiquetado, presentación y publicidad de los productos de la pesca, 
del marisqueo y la acuicultura, congelados y ultracongelados, referente a las 
denominaciones comerciales y científicas de especies pesqueras, sus zonas de 
captura y referencia al método de obtención de los mismos. El fin de este decreto 
es obtener una mayor transparencia del mercado, desde que se realiza la primera 
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venta hasta su llegada al consumidor final ofreciendo al consumidor una 
información veraz. 
 
Real Decreto 1702/2004, de 16 de julio, por el que se modifica el Real 
Decreto 1380/2002, de 20 de diciembre, de identificación de los productos de la 
pesca, de la acuicultura y del marisqueo, congelados y ultracongelados. Dicha 
modificación se centra en diversos apartados sobre la identificación de los 
productos con el objetivo de conocer la correcta trazabilidad del producto. 
 
Real Decreto 121/2004, de 23 de enero, sobre la identificación de los 
productos de la pesca, de la acuicultura y del marisqueo vivos, frescos, refrigerados 
o cocidos. Este real decreto supone la adaptación de la normativa nacional a los 
reglamentos comunitarios y su objeto es establecer la normativa básica referente a 
la clasificación y etiquetado de los productos de la pesca, el marisqueo y la 
acuicultura, vivos, frescos, refrigerados o cocidos. Esta reglamentación engloba 
artículos específicos sobre el etiquetado, reenvasado, denominaciones comerciales 
y científicas y trazabilidad del producto entre otros.  
 
Anualmente es publicado en el Boletín Oficial del Estado (BOE) el listado de 
denominaciones comerciales de especies pesqueras y de acuicultura admitidas en 
España de acuerdo a lo establecido en el reglamento (CE) Nº 104/2000 del 
consejo de la Unión Europea. En la actualidad el documento vigente data del 6 de 
abril de 2011. En dicho listado se contempla la denominación comercial oficial, el 
nombre científico de cada una de las especies, los nombres comerciales en cada 
una de las comunidades autónomas y el código FAO. 
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2. TÉCNICAS DE AUTENTIFICACIÓN 
Desde la década de los 60 la FAO viene desarrollando un programa para la 
correcta identificación de las especies de interés para la pesca (SIDP, Species 
Identification and Data Programme). Con este fin se han recogido en una base de 
datos (FishBase) las diversas especies con su correspondiente nombre científico y 
los distintos nombres comunes con los que se conoce a cada especie en distintas 
lenguas. Para llevar a cabo este proyecto, así como para la correcta aplicación de 
las leyes vigentes en materia de identificación de especies, es necesaria la 
utilización de criterios científicos para la identificación de especies y el uso de 
metodologías fiables para verificar la autenticidad de los etiquetados. 
Las especies de pescado pueden identificarse por medio de una inspección 
visual de los caracteres morfológicos y algunas estructuras internas, como los 
otolitos, entre otras. Este tipo de identificación requiere ciertos conocimientos en 
taxonomía por parte del personal que realiza la identificación. Al margen de este 
requisito, este tipo de identificación sólo se puede realizar en ejemplares que 
presenten sus caracteres morfológicos intactos. Como ya se ha mencionado 
anteriormente, cada vez es mayor la frecuencia de los productos de pescado 
procesados faltos de caracteres morfológicos que permitan su identificación (figura 
1).  
Teniendo en cuenta esta circunstancia es necesario recurrir a otros métodos 
de identificación. Los métodos más utilizados en la identificación de especies en 
alimentos se basan fundamentalmente en análisis de proteínas y del ADN. Los 
métodos de análisis de proteínas utilizados se pueden clasificar en tres grandes 
grupos: Técnicas inmunológicas, electroforéticas y cromatográficas (Mafra y col. 
2008). En cuanto a las técnicas de análisis de ADN, existe una amplia gama de 
técnicas desarrolladas en los últimos años con el objetivo de identificar especies en 
alimentos. Las tres técnicas que en la última década se han utilizado en el 90% de 
los trabajos de investigación de identificación de especies en alimentos son: PCR 
especie-específica, PCR-RFLP y PCR-FINS (Teletchea y col. 2005). 
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La selección de la técnica a utilizar va a depender de diversos factores, 
fundamentalmente del tipo de muestra a analizar, si se trata de un producto fresco, 
congelado, con un elevado grado de procesado, etc. En el caso de analizar una 
muestra que ha sido sometida a un tratamiento térmico se suele tener preferencia 
por una técnica basada en el ADN, debido a la mayor termoestabilidad de la 
molécula frente a la que presentan las proteínas y a su presencia en todos los 
tejidos. 
 
  
 
 
 
 
Figura 1. Distintos productos elaborados a partir de pescado 
 
2.1 TÉCNICAS DE ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
 
Los métodos basados en proteínas se utilizan especialmente en productos 
frescos o poco procesados ya que su eficiencia disminuye cuando se trata de 
productos con un alto grado de calentamiento o secado, como puede ser un 
proceso de esterilización, en el que se ve afectada la integridad estructural de las 
proteínas y en consecuencia sus propiedades bioquímicas. Del mismo modo, la 
eficiencia de las técnicas de análisis de proteínas disminuye cuando se pretende la 
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diferenciación de productos elaborados a partir de especies filogenéticamente 
cercanas.  
 
A continuación se detallan las técnicas basadas en proteínas más 
empleadas en la identificación de especies en alimentos. 
 
2.1.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS­PAGE) 
 
El fundamento de esta técnica radica en la separación de las proteínas en  
un gel de poliacrilamida en función de su masa molecular. Se trata de una técnica 
sencilla, barata y no requiere un conocimiento previo de la muestra. Es posible su 
aplicación en productos que hayan sufrido un proceso de condiciones 
desnaturalizantes, como el aplicado a productos cocinados. El inconveniente radica 
en que no es posible su utilización en muestras mezcla y siempre hay que incluir en 
el gel un patrón de pesos moleculares conocidos. Cualquiera de las técnicas 
electroforéticas de una dimensión no permiten resolver más de 80-100 
componentes proteicos distintos en un mismo gel (López 2007). Únicamente es 
posible encontrar diferencias entre muestras con concentraciones de acrilamida 
que separen rangos de pesos moleculares bajos (67-14 kDa) (Piñeiro 2001). En 
cuanto a su utilización en la identificación de especies de pescado en alimentos, se 
puede decir que en los últimos 30 años se ha recurrido a dicha técnica para tal fin 
pero, por lo general, para la identificación de especies filogenéticamente no muy 
próximas (Rehbein 1990;  Piñeiro y col. 1999; Etienne y col. 2000; Chen y col. 
2010 entre otros). 
 
2.1.2 Isoelectroenfoque nativo (IEF) 
 
Con esta técnica se consigue la separación de las proteínas en función de su 
punto isoeléctrico. Consta como método oficial para la identificación de especies en 
la AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) desde los años ochenta 
(Official Method 980.16). Asimismo, se trata de una técnica ampliamente utilizada 
en la identificación de especies de pescado. A continuación se indican algunos 
trabajos en los que aplican esta técnica con este fin: Identificación de especies de 
pescado en productos ahumados (Sotelo y col. 1992, Mackie y col. 2000), 
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diferenciación de varias especies de gádidos (Piñeiro y col. 2000), en especies de 
agua dulce comercializadas como perca (Berrini y col. 2006) y otras especies 
recientemente introducidas en los mercados europeos como el panga (Rehbein 
2008). A pesar del amplio uso, presenta el inconveniente de no ser posible su 
utilización con proteínas que hayan sufrido cambios en su estructura, como por 
ejemplo, después de un procesado térmico.  
 
2.1.3 Electroforesis bidimensional (2­DE) 
 
Desarrollada por O’Farrell (1975) combina la técnica de isoelectroenfoque 
(primera dimensión) con la de SDS-PAGE (segunda dimensión). Con esta técnica se 
han identificado las especies de gádidos más comerciales (Piñeiro y col. 1998), al 
igual que distintas especies de merluzas (Carrera y col. 2006) y realizado la 
diferenciación entre el bacalao salvaje y el de acuicultura (Martínez y col. 2007). 
 
2.1.4 Técnicas Cromatográficas 
 
Los métodos electroforéticos son relativamente lentos, requieren varios 
pasos previos a la visualización del gel (teñido, lavado, etc) y el resultado final 
depende mucho del tipo de gel, buffer, reactivos y temperatura ambiente. Una 
alternativa a la electroforesis son las técnicas cromatográficas. Dentro de éstas los 
métodos más habituales en la separación de proteínas y péptidos son los que 
utilizan cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC). 
Empleada inicialmente en la identificación de especies filogenéticamente alejadas 
(órdenes y/o clases distintas), por lo que sus perfiles proteicos no resultaron 
difíciles de diferenciar (Ashoor y Knox 1985, Osman y col. 1987 y Amstrong y col. 
1992). A pesar de que existen algunos trabajos de diferenciación a nivel de familia 
(Piñeiro y col. 1997) sigue sin ser aplicable a muestras que hayan sufrido un 
tratamiento térmico (Armstrong y col. 1992). 
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2.1.5 Espectrometría de masas (MS) 
 
En los últimos 20 años se han desarrollando diversas variantes englobadas 
en la espectofotometría de masas, como por ejemplo MALDI-TOF MS; ESI-MS/MS; 
nano-ESI (Yates y col. 2009; Feng y col. 2008). 
 
Se trata de una técnica analítica de alta sensibilidad pero la interpretación 
de los espectros de masas, a partir de los cuales es posible la obtención de la 
secuencia aminoacídica, es compleja y, en la mayor parte de los casos, es 
necesario contrastar la información obtenida con la recogida en bases de datos de 
proteínas previamente caracterizadas. 
 
Su utilización en la identificación de especies en alimentos (Kvasnička 
2003) y concretamente en derivados de la pesca es más bien escaso (Piñeiro y col. 
2001;  Carrera y col. 2006; Carrera y col. 2007; Ortea y col. 2009a; Ortea y col. 
2009b).  
 
2.1.6 Técnicas Inmunológicas  
 
Todas las técnicas inmunológicas se fundamentan en la interacción 
antígeno-anticuerpo, lo que les confiere especificidad y sensibilidad. Entre las 
técnicas inmunológicas utilizadas en la identificación de especies en alimentos se 
encuentran la inmunoelectroforesis, la inmunodifusión, el Western blot (Domínguez 
y col. 1997) y distintas variantes de la técnica ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assays), que con diferencia, son las más empleadas en los últimos 
años en la autentificación de alimentos, ya que pueden utilizarse en productos 
sometidos a tratamientos térmicos elevados (Asensio y col. 2008).  
 
En cuanto a la utilización de técnicas inmunológicas en el campo de la 
identificación de especies de origen marino, tenemos que remontarnos hasta la 
década de los 60, cuando se publica uno de los primeros trabajos de identificación 
de especies de pescado empleando la técnica de la inmunodifusión (Mairs y 
Sindermann 1962 citada en Piñeiro 2001). Sin embargo, no es hasta la década de 
los 90 cuando su uso se extiende a la identificación de especies de pescado 
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(Sidwell 1992, Taylor y col. 1994). Algunos ejemplos de su aplicación en 
identificación de pescado los encontramos en los siguientes trabajos: identificación  
de pez gato (Pangasius sp.) (Hsieh y col. 2009); identificación de mero y especies 
sustitutas en comidas preparadas (Asensio y Samaniego 2009); identificación y 
cuantificación del abadejo de Alaska en surimi (Reed y Park 2010). Sin embargo los 
inmunoensayos pueden ser poco efectivos con especies muy próximas 
filogenéticamente y se requiere del desarrollo, preferiblemente, de anticuerpos 
monoclonales contra la proteína específica de interés (Sotelo y col. 1993), ya que 
los anticuerpos policlonales pueden dar lugar a reacciones cruzadas inespecíficas. 
 
2.2 TÉCNICAS DE ANÁLISIS DE ADN 
 
La gran mayoría de las metodologías de identificación de especies, basadas 
en el análisis del ADN, incluyen la técnica que marcó un punto de inflexión en el 
campo de la biología molecular a mediados de los años ochenta: la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). Con esta técnica se consigue amplificar  ADN “in 
vitro”. Gracias a esta técnica es posible obtener en muy poco tiempo un gran 
número copias de un fragmento específico de ADN. Esta técnica, desarrollada por 
Kary Mullis y colaboradores a mediados de la década de los ochenta (Saiki y col. 
1985), revolucionó el mundo de la biología molecular, convirtiéndose en una 
herramienta básica y fundamental para una gran variedad de disciplinas científicas.  
 
Para que se lleve a cabo la reacción de PCR es necesario un ADN molde, 
cebadores que flanqueen la secuencia de ADN que se quiere amplificar, 
deoxinucleótidos trifosfato (dATPs, dTTPs, dCTPs y dGTPs), una ADN polimerasa 
termoestable e iones magnesio junto con el buffer de reacción. La reacción se lleva 
a cabo con una secuencia de temperaturas que se repiten de forma cíclica. 
Inicialmente se aplica una temperatura de 95 ºC para que se produzca la 
separación de las dos hebras del ADN, a continuación la temperatura se baja para 
que se produzca la unión de los cebadores al ADN molde, esta temperatura es 
variable ya que dependerá de la temperatura de fusión (Tm) de los cebadores. A 
continuación se vuelve a subir la temperatura a 72 ºC, temperatura óptima para la 
ADN polimerasa, que entonces comienza la síntesis de la nueva hebra con los 
dNTPs añadidos y tomando como molécula iniciadora el cebador (figura 2). Este 
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proceso se repite, por lo general, entre 25-40 veces para obtener un elevado 
número de moléculas que contienen la secuencia objetivo y las secuencias 
flanqueantes con los sitios de unión de los cebadores. 
Tiempo (s)
Tª (ºC)
95
85
75
65
55
45
Desnaturalización
Unión de 
cebadores
Elongación
5´
5´
3´
3´
5´ 5´
5´5´
3´ 3´
3´ 3´
5´ 5´
5´5´3´
3´
3´
3´
30           60           90           120           150
 
Figura 2. Representación gráfica de un ciclo de la reacción en cadena de la polimerasa. 
 
En este apartado se describen las técnicas de ADN que se han venido 
utilizando con mayor frecuencia en la identificación de especies en alimentos.  La 
elección de unas técnicas u otras depende de varios factores, como el tipo de 
muestra, el coste de la técnica, el equipamiento necesario, la reproducibilidad, la 
fiabilidad, la viabilidad en productos comerciales, la aplicación en matrices 
complejas o en mezclas de especies, etc. 
 
2.2.1. PCR especie­específica 
 
Esta técnica consiste en el diseño de cebadores específicos que permitan 
amplificar únicamente el ADN de la especie objetivo, es decir, especie  para la cual 
han sido diseñados los cebadores, de manera que al realizar una PCR con dichos 
cebadores, únicamente existirá amplificación si está presente ADN de dicha 
especie. Para tal fin es necesario conocer la secuencia diana en la que se van a 
diseñar los cebadores, tanto en la especie de interés como en otras especies 
filogenéticamente cercanas y que existan diferencias en la secuencia 
correspondiente a la unión de los cebadores entre la especie objeto y el resto de 
las especies. 
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Esta técnica permite la posibilidad de combinar varios cebadores especie-
específicos en una misma reacción, PCR múltiple, permitiendo la identificación de  
varias especies a la vez. 
 
Se trata de una técnica de relativo bajo coste, que necesita poco 
equipamiento, pero con el requerimiento de contar con una base de datos de 
secuencias nucleotídicas a partir de las cuales se pueda realizar el diseño de los 
cebadores. 
 
Esta técnica se ha utilizado en la identificación de una amplia gama de 
especies de pescado, tanto en productos frescos como en alimentos procesados. 
Un ejemplo lo constituyen los siguientes trabajos de identificación de distintas 
especies de merluza, bacalao y abadejo de Alaska (Hubalkova y col. 2008), túnidos 
(Lin y Hwang 2008) y peces pelágicos (Infante y col. 2006). 
 
2.2.2. PCR­RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
 
La técnica que consiste en la digestión de un producto de PCR con enzimas 
de restricción se conoce como PCR-RFLP. Las enzimas de restricción reconocen y 
cortan de forma específica secuencias de entre 4 y 8 nucleótidos dando lugar a 
fragmentos de ADN que, separados en un gel de agarosa o poliacrilamida mediante 
electroforesis, presentan un patrón  de bandas característico. Con un conocimiento 
previo de la secuencia de la especie que se quiere determinar, se seleccionan las 
enzimas de restricción adecuadas para que se produzca un patrón de bandas 
especie-específico que se distinga del patrón de otras especies. Si existen 
variaciones de la secuencia debido a cambios puntuales de nucleótidos o bien 
inserciones, deleciones o traslocaciones, el patrón de corte puede variar y por lo 
tanto la digestión del ADN con enzimas de restricción da lugar a fragmentos cuyo 
número o tamaño pueden ser distinto entre individuos, poblaciones, especies u 
otros niveles taxonómicos.  
 
Algunos de los inconvenientes que se plantean con esta técnica es  que la 
diferencia entre los tamaños de los fragmentos ha de poder resolverse mediante 
electroforesis, bien en geles de agarosa o poliacrilamida. Esta técnica puede dar 
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lugar a errores de identificación si existe una variabilidad intraespecífica elevada, 
ya que sería posible localizar variaciones en la secuencia de las dianas de las 
enzimas que originasen un patrón que no se corresponde con el esperado. 
 
La aplicación de esta técnica en productos con un alto grado de 
procesamiento podría verse limitada a utilizar únicamente productos de PCR 
pequeños y por lo tanto disminuir su capacidad resolutiva. Por otro lado, si en el 
producto analizado están presentes dos o más especies distintas, los patrones 
electroforéticos  obtenidos pueden ser difíciles de interpretar. En este caso también 
es necesario, a la hora de diseñar un sistema de identificación, un conocimiento 
previo de la secuencia de la especie de interés así como de especies próximas. 
 
Como ya se ha mencionado, esta técnica ha sido una de las tres más 
utilizadas en la última década (Teletchea 2009; Rasmussen y Morrissey 2008; 
Rasmussen y Morrissey 2011). Los siguientes trabajos son ejemplos de utilización 
de PCR-RFLP para la identificación de especies de pescado: identificación de 
distintas especies de merluzas (Quinteiro y col. 2001), de peces planos como el 
lenguado, que puede ser sustituido por el fletán negro, cuyo precio en el mercado 
es inferior (Cespedes y col. 2000, Sotelo y col. 2001), identificación de especies de 
salmón en alimentos (Hold y col. 2001) y la identificación de especies de gádidos 
de gran interés comercial como el abadejo de Alaska, el bacalao y el bacalao del 
Pacífico entre otros (Calo-Mata y col. 2003; Aranishi y col. 2005).  
 
2.2.3. PCR­SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) 
 
Al igual que la técnica de PCR-RFLP se parte de un producto de PCR que se 
desnaturaliza y se hace migrar mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida. 
Cada hebra de ADN desnaturalizada adopta una estructura secundaria en el gel 
que dependerá de su estructura primaria, es decir, de su secuencia (Liu y col. 
1999). Pequeñas variaciones de secuencia, incluso de un único nucleótido, dan 
lugar a cambios en la estructura secundaria y por lo tanto en el patrón 
electroforético. Una vez teñidos los geles con nitrato de plata, el patrón de bandas 
de cada muestra se compara con el presentado por el patrón de bandas  de 
ejemplares de referencia, permitiendo así su identificación. 
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La sensibilidad de esta técnica es, por lo general, inversamente proporcional 
al tamaño del fragmento de ADN, en fragmentos entre 100-300 pb las diferencias 
de un único par de bases se resuelven en un 99% de las veces. (Girman 1996 en 
Sunnucks y col. 2000).  
 
Aunque en principio con esta metodología no es necesario un conocimiento 
previo de la secuencia, excepto en la zona de diseño de los cebadores, sí que es 
necesaria la migración de patrones de especies de referencia al mismo tiempo que 
las muestras problema, dado que dependiendo de las condiciones electroforéticas 
el patrón resultante  puede variar. 
 
Al igual que las técnicas anteriormente citadas, la PCR-SSCP, se ha utilizado 
en la identificación de especies de pescado con alto valor comercial, como es el 
caso de las  merluzas (Chapela y col. 2007), túnidos (Rehbein y col. 1999) o 
salmónidos (Rehbein 2005) y en especies de origen asiático potencialmente 
importables a Europa (Sriphairoj y col. 2010). 
 
2.2.4 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
 
La técnica de RAPD fue desarrollada por primera vez en el año 1990 (Welsh 
y McClelland 1990 y Williams y col. 1990) para amplificar de manera aleatoria 
fragmentos anónimos de ADN, empleando para ello una pareja de cebadores 
idénticos, no específicos, de un tamaño de entre 8 y 10 pares de bases. Como 
resultado se obtienen un gran número de productos de PCR de distintos tamaños 
que migrados en un gel de agarosa reflejan un patrón de bandas que puede ser  
específico de un grupo taxonómico determinado. Cuando se tiene una muestra 
problema se amplifica con los mismos cebadores y se compara el patrón de bandas 
resultante con el obtenido por la especie de referencia. La identificación se lleva a 
cabo en base a la comparación de ambos perfiles y su grado de coincidencia. 
 
La mayor ventaja de esta técnica es que no se necesita un conocimiento 
previo de la secuencia, por lo que es una opción cuando se trata de estudiar una 
especie de la cual existe poca información en las bases de datos. Así mismo, se 
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puede emplear como metodología de barrido que permita identificar posibles 
secuencias que posteriormente se pueden utilizar como marcadores de especie. 
 
Uno de los inconvenientes de esta técnica radica en la calidad del ADN, 
cuanto más degradado esté, menor será el número de bandas de mayor peso 
molecular, viéndose alterado el patrón de bandas. Otro de los inconvenientes, es la 
imposibilidad de diferenciar dos fragmentos del mismo tamaño pero que 
correspondan a distintas regiones del ADN.  
 
Esta técnica no ha sido muy empleada en la identificación de especies en 
alimentos (Asensio y col. 2002; Chapela y col. 2003) dado que el perfil obtenido va 
a ser muy dependiente de la historia previa del producto, en términos de tipo, 
duración y temperatura de procesamiento. 
 
2.2.5 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)  
 
Esta técnica, utilizada por primera vez por Vos y col. (1995), se describe 
como una combinación de las técnicas RFLP y RAPD. Se basa en un primer paso de 
digestión del ADN con enzimas de restricción, por lo general se utilizan dos 
enzimas, EcoRI y MseI (Liu y Cordes 2004). Posteriormente, a los extremos de los 
fragmentos resultantes se les añaden pequeñas secuencias nucleotídicas de 
secuencia conocida (adaptadores). Esto permite su posterior amplificación 
mediante PCR con cebadores cuya secuencia es complementaria a los adaptadores 
y a la secuencia de las enzimas de restricción. Finalmente se analizan los 
productos de PCR en un gel de agarosa o poliacrilamida.  
 
La mayor ventaja de esta técnica es el gran número de polimorfismos que se 
pueden llegar a detectar y no es necesario un conocimiento previo de las 
secuencias. 
 
Al igual que ocurre con la técnica RAPDs, cada vez son menos los trabajos 
de identificación de especies en alimentos que emplean esta técnica. 
Fundamentalmente debido a la posibilidad de emplear otras técnicas más 
específicas como FINS o PCR a tiempo real. Técnicas que cada vez se emplean con 
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mayor frecuencia y de manera rutinaria en los laboratorios. Algunos ejemplos de la 
utilización de AFLPs en la identificación de especies de pescado son: la 
identificación de trucha (Oncorhynchus mykiss) en productos etiquetados como 
salmón (Salmo salar) (Zhang y Cai 2006) y la autentificación de varias especies de 
pescado en productos comerciales (Maldini y col. 2006). 
 
2.2.6 FINS (Forensically Informative Nucleotide Sequencing). 
 
El nombre FINS (Forensically Informative Nucleotide Sequencing) hace 
referencia a un procedimiento que incluye una amplificación del ADN mediante 
PCR, seguida de la secuenciación y el posterior análisis de las secuencias 
nucleotídicas para la identificación de especies (Bartlett y Davidson 1992). La 
secuencia problema se compara con secuencias de referencia, a través de 
programas informáticos de filogenia molecular, en los que se aplican modelos de 
sustitución nucleotídica y estimación de distancias génicas para obtener los 
correspondientes árboles filogenéticos en los que la especie problema aparece 
agrupada con el grupo taxonómico al que pertenece. 
 
Un requisito fundamental para la aplicación de esta técnica es el tener 
acceso a una base de datos de secuencias de referencia. Una de las ventajas a 
este respecto es la gran cantidad de secuencias disponibles en bases de datos 
públicas internacionales, como puede ser el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
/genbank/). Otro punto a considerar para realizar una buena identificación es la 
selección del marcador molecular a emplear. En el proceso de selección ha de 
tenerse en cuenta la variabilidad nucleotídica. Si el objetivo es la identificación de 
especies filogenéticamente cercanas ha de emplearse un marcador con una alta 
variabilidad nucleotídica (variabilidad interespecífica) que nos permita diferenciar 
especies próximas, pero sin llegar a presentar variabilidad entre individuos de la 
misma especie (variabilidad intraespecífica) que impida una identificación correcta. 
 
La mayor parte de los marcadores utilizados son fragmentos de ADN 
mitocondrial, ya que éste ha sido ampliamente utilizado en estudios filogenéticos 
previos a la aplicación de metodologías de identificación de especies en productos 
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comerciales, al igual que existe una gran cantidad de secuencias mitocondriales 
accesibles en el Genbank.  
 
Entre las características del ADN mitocondrial destaca su pequeño tamaño, 
entre 16.000 y 17.700 pares de bases en los vertebrados (codifica para 13 
proteínas, 2 ARN ribosómicos y 22 ARN transferentes), es haploide, con escasa o 
nula recombinación, en la mayoría de las especies de herencia exclusivamente 
materna y con un porcentaje de sustitución nucleotídica mayor que el del ADN  
nuclear (Brown y col. 1979). Además, existe un gran número de taxones para los 
cuales están disponibles las secuencias de genes mitocondriales en bases de 
datos como el GenBank. Los genes mitocondriales más utilizados en la 
identificación de especies son el citocromo b, citocromo oxidasa I, 16S ARNr y la 
región control. Dentro de los nucleares, los más utilizados son el gen del 18 S ARNr 
y la región ITS1. 
 
Esta técnica se ha empleado en la última década en una multitud de 
trabajos de identificación de especies en alimentos. A continuación se detallan 
algunos de los trabajos relacionados con la identificación de especies de origen 
marino en productos comerciales: identificación de cefalópodos (Chapela y col. 
2002), gádidos (Di Finizio y col. 2007), merluzas (Chapela y col. 2007; Pérez y col. 
2005), anchoas y sardinas (Santaclara y col. 2006; Jérôme y col. 2003), tiburones 
(Blanco y col. 2008) y peces planos (Espiñeira y col. 2008) entre otros. 
 
Uno de los inconvenientes de esta técnica se presenta en la aplicación en 
un producto mezcla. En este caso es necesario realizar una clonación previa, lo que 
supone un aumento considerable del coste y trabajo.  
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2.2.7 Microarrays  
 
Los microarrays de ADN diseñados para la identificación de especies, 
consisten en unos pequeños soportes de superficie de vidrio o silicio, similares a un 
portaobjetos, en los que es posible inmovilizar, a modo de microgotas (“spots”), 
sondas (pequeños oligonucleótidos) especie-específicas; Por lo general varias 
sondas específicas de una determinada especie. El proceso de identificación se 
inicia realizando una PCR con cebadores universales que permitan obtener 
producto de PCR de un amplio rango de especies. Durante la reacción de PCR o 
posteriormente se realiza el marcaje de los productos con una molécula 
fluorescente. A continuación se aplican los productos de PCR desnaturalizados a 
los “spots” del microarray. Únicamente existirá hibridación entre el producto de PCR 
añadido y la sonda inmovilizada en aquellos “spots” que tengan las sondas 
especie-específicas de la especie del producto de PCR. Después de realizar una 
serie de lavados se detecta la señal de fluorescencia únicamente en los “spots” 
donde ha habido hibridación, ya que en el resto de “spots” el producto de PCR se 
ha eliminado por los lavados. Esta técnica permite realizar un rastreo de un gran 
número de muestras a la vez. 
 
La técnica de microarrays se presenta como una técnica emergente en la 
identificación de especies de pescados, prueba de ello es el trabajo de Kochzius y 
col. (2008) de la identificación de 11 importantes especies de pescado en Europa. 
Este trabajo sirvió como ensayo para el diseño de un microarray capaz de 
identificar a la vez 50 especies de pescado comercializados en Europa (Kochzius y 
col. 2008). 
 
Actualmente existe en el mercado el microarray FoodExpert-ID (bioMerieux) 
para la identificación de especies en alimentos, diseñado para la detección de 33 
especies distintas de vertebrados, entre los que se encuentran 16 especies de 
pescados. Chisholm y col. (2008) compararon los resultados obtenidos con este 
microarray con los obtenidos con la técnica de PCR a tiempo real. Describen que 
para ambas técnicas los resultados fueron muy similares y satisfactorios. A pesar 
de esto, también obtuvieron casos de especificidad reducida, falsos positivos con el 
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microarray. De igual modo, no fue posible determinar la cantidad relativa de cada 
una de las especies en un producto mezcla. 
 
El proceso del diseño del microarray es largo y requiere que una 
comprobación de la especificidad de las sondas para evitar falsos positivos 
(Rasmussen y col. 2011). De igual modo, se necesita una gran información a cerca 
de las secuencias de ADN de la especie o especies a identificar para realizar el 
diseño de las sondas. Comparada con otras técnicas de ADN de identificación es 
más laboriosa y costosa. 
 
3. PCR A TIEMPO REAL 
 
La gran diferencia de la técnica de PCR a tiempo real con respecto a la PCR 
convencional radica en que la detección de la amplificación no se realiza al final de 
la reacción, sino que se realiza durante el transcurso de la misma, al comienzo de 
la fase exponencial, y sin necesidad de un paso posterior de migración 
electroforética del producto de PCR. 
 
Tal y como se muestra en la figura 3, en un proceso de PCR se pueden 
diferenciar varias fases. La primera de ellas es una fase exponencial en la que, si la 
eficiencia de la reacción es del 100%, se produce en cada ciclo exactamente el 
doble de producto que en el ciclo anterior. En esta fase la reacción es muy 
específica y precisa. A continuación tiene lugar la fase lineal, en la que alguno de 
los reactivos puede ser limitante, la Taq polimerasa pierde actividad o bien alguno 
de los productos comienza a degradarse. La reacción es más lenta y por lo tanto 
aumenta la variabilidad en la cantidad del producto final. Finalmente se produce 
una fase de meseta (“plateau”), en la que existe inhibición por producto y la 
reacción de síntesis se detiene (Kainz 2000). 
 
En la técnica de PCR a tiempo real se produce una monitorización continua 
de todo el proceso por lo que es posible la comparación de las muestras en fase 
exponencial, cuando la eficiencia es máxima, en vez de a punto final. Un ejemplo se 
muestra en la figura 3, en la que se representan los valores de fluorescencia de 
tres réplicas de una misma muestra durante el transcurso de una PCR. 
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Figura 3. Representación gráfica de las fases de la PCR. 
 
Al inicio de la fase exponencial las réplicas amplifican de una manera muy 
precisa y similar. Sin embargo, según va transcurriendo la reacción, ésta no se lleva 
a cabo con la misma eficiencia, como muestra la divergencia que se genera entre 
las réplicas a partir de la fase lineal. Por este motivo, en la técnica de PCR a tiempo 
real, el parámetro que se utiliza para comparar distintas reacciones ha de tomarse 
en la fase exponencial donde la sensibilidad al error experimental es menor.  
 
En la figura 4 se representa una dilución seriada (1/10) de seis puntos. Las 
distintas diluciones llegan al mismo punto en la fase “plateau” a pesar de haber, 
como mínimo, un orden de magnitud de diferencia entre ellas en la concentración 
inicial de ADN. Parece evidente que utilizar como punto comparativo entre 
muestras el valor de la fase “plateau” no es la opción más adecuada para inferir la 
cantidad inicial de ADN. 
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Figura 4. A) Representación gráfica de un proceso de PCR a tiempo real en diluciones 
seriadas (orden decreciente desde rojo a violeta). B) Representación en escala logarítmica 
del gráfico A.  
 
3.1.  SISTEMAS  DE  DETECCIÓN  DE  LA  FLUORESCENCIA  EN  PCR  A 
TIEMPO REAL 
 
Cuando se diseña un ensayo de PCR a tiempo real han de tenerse en cuenta 
diversas variables, como por ejemplo las características de las secuencias con las 
que se va a trabajar, la especificidad y la sensibilidad que se pretende obtener del 
ensayo, así como la disponibilidad de reactivos y equipos. En el mercado existen 
distintos tipos de tecnologías de detección de ADN basados en PCR a tiempo real, 
todas ellas con un mismo objetivo, obtener la máxima sensibilidad, especificidad y 
rapidez al menor coste posible. 
 
En los comienzos de la PCR a tiempo real, la señal de fluorescencia emitida 
por los productos de PCR se debía al bromuro de etidio (EtBr) que, añadido al cóctel 
de la reacción, se intercalaba en el ADN de doble hebra en cada uno de los ciclos 
según se iban formando los productos de la PCR (Higuchi y col. 1992, Higuchi et a. 
1993). Las reacciones se realizaban en un termociclador modificado para hacer 
posible incidir luz ultravioleta en las muestras y a continuación detectar la 
fluorescencia resultante con una cámara CCD (charged coupled device). Hoy en día 
el bromuro de etidio se ha sustituido por otros compuestos de mayor sensibilidad y 
especificidad para la detección del ADN. Existen dos aproximaciones a la hora de 
detectar la formación de productos de PCR. 1) Inespecífica, ya que el fluoroforo se 
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une a la doble hebra de ADN, independientemente de la secuencia de éste, como el 
SYBR Green I, LC Green, YO-PRO-1, BEPO, YOYO-1, TOTO-1, etc (tabla 1) y la 2) 
Específica, que permiten la detección específica de una secuencia objetivo de ADN. 
Dentro de este último grupo se encuentran sondas de hibridación secuencia-
específicas tales como las sondas TaqMan, Molecular Beacons, LightCycler, 
Amplifluor, etc. Todas ellas basadas en la transferencia de energía de resonancia 
fluorescente (FRET).  
 
3.1.1  Detección Inespecífica  
 
Desde los comienzos de la PCR a tiempo real y hasta el momento son 
muchos los compuestos que se han sintetizado como sustitutos del bromuro de 
etidio para detectar el ADN de doble hebra (Tabla 1). La mayoría de ellos 
pertenecen al grupo de las  cianinas asimétricas. Estas moléculas integran dos 
sistemas aromáticos, uno de ellos cargado positivamente, unidos por un grupo 
metino. Una de las características que poseen las cianinas asimétricas, y que las 
hacen idóneas para su utilización en PCR a tiempo real, es que apenas emiten 
fluorescencia cuando no están unidas al ADN. Esto se debe a que cuando la 
molécula está libre en disolución, la energía producida por la vibración del enlace 
de los dos sistemas aromáticos se disipa al medio en forma de calor mientras que 
cuando la molécula se une al surco menor de la doble hebra de ADN, la rotación del 
enlace metino se restringe provocando que emita fluorescencia (Kubista y col. 
2006, Nygren y col. 1998). Un ejemplo lo constituye el naranja de tiazol (TO), cuya 
fluorescencia cuando está unido a la doble hebra de ADN es 18.900 veces superior 
a cuando está libre (Nygren y col. 1998). Entre las características que se buscan en 
los detectores no específicos destaca el que tengan la mayor eficiencia posible, así 
como que muestren una alta reproducibilidad, con escasa o nula detección de 
productos no específicos, que no formen agregados y que sean lo más estables 
posibles (Ahmad y Ghasemi 2007). Otro aspecto importante a tener en cuenta en la 
selección de una molécula que se une al ADN es conocer su forma de unión a éste, 
ya que es más interesante aquella molécula cuya unión afecte lo menos posible a 
la integridad del ADN y que, por lo tanto, su interferencia sea mínima durante el 
proceso de la PCR. Considerando este requisito existen tres posibilidades de unión: 
Intercalante, unión al surco menor del ADN o bien ambas. 
 24 
Introducción General 
Tabla 1. Compuestos utilizados en la detección inespecífica del ADN 
 
COMPUESTO NOMENCLATURA 
BEBO 
Ioduro de 4-[(3-metil-6-(benzotiazol-2-il)-2,3-dihidro-(benzo-1,3-tiazol)-2-
metilideno)]-1-metil-piridina 
BETIBO 
Ioduro de (4-[(6-(1-benzotiofen-2-il)-2,3-dihidro(benzo-1,3-tiazol)-2-
metilideno)]-1-metil-piridina  
BOXTO 
Cloruro de 4-[6-(benzoxazol-2-il-(3-metil-)-2,3-dihidro-(benzo-1,3-tiazol)-2-
metilideno)]-1-metil-quinolina 
BOXTO-MEE 
Cloruro 4-[3-metil-6-(benzoxazol-2-il)2,3-dihidro-(benzo-1,3-tiazol)-2-
metilideno)]-1-metoxiethoxietil quinolina  
BOXTO-PRO 
Bicloruro de 4-[3-metil-6-(benzoxazol-2-il)2,3-dihidro-(benzo-1,3-tiazol)-2-
metilideno)]-1-(3-trimetilamoniopropil)- quinolina  
Bromuro de etidio Bromuro de 3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio 
DAPI 2-(4-amidinofenil)-1H-indol-6-carboxamidino 
Hoechst 33258 
Triclorohidrato de  2,2 (4-hidroxifenil)-6-benzimidazol-6-il (1-metil-4-
piperacil)-bencimidazol  
LCGreen Marca registrada 
PicoGreen 
[2-[N-bis-(3-dimetilaminopropil)-amino]-4-[2,3-dihidro-3-metil-(benzo-1,3-
tiazol-2-il)-metilideno]-1-fenil-quinolina]+ 
SYBR Green I 
2-[N-(3-dimetilaminopropil)-N-propilamino]-4-[2,3-dihidro-3-metil-(benzo-
1,3-tiazol-2-il)- metilideno]-1-fenil-quinolina 
SYTO Marca registrada 
TO 1-Metil-4-[(3-metil-2(3H)-benzothiazolideno)metil] quinolina 
TOTO Tetraioduro de 1, 1-(4,4,7,7-tetrametil-4,7-diazaundecametileno)-bis-4-
[3-metil-2,3-dihidro-(benzo-1,3-tiazol)-2-metilideno]-quinolina) 
TO-PRO 
4-[(3-metil-2(3H)-benzotiazolideno)metil]-1[3-(trimetilamonio)propil] 
quinolina 
YOYO 
Tetraioduro de 1, 1-(4,4,7,7-tetrametil-4,7- diazaundecametileno)-bis-4-
[3-metil-2,3-dihidro-(benzo-1,3-oxazol)-2- metilideno]- quinolina) 
YO-PRO 
4-[(3-metil-2(3H)-benzoxazolideno)metil]-1[3-(trimetilamonio)propil] 
quinolina 
 
Dentro de los sistemas de detección no específicos de ADN, el SYBR Green 
(SG) se ha convertido en la opción principal para sustituir el bromuro de etidio en la 
PCR a tiempo real. SYBR Green fue desarrollado por Molecular Probes (Invitrogen) a 
principios de los noventa con el fin de detectar ácidos nucleicos en geles de 
agarosa o poliacrilamida (Jin y col. 1994) aprovechando su termoestabilidad y a sus 
características de selectividad por el ADN de doble hebra. La afinidad de unión al 
ADN es 100 veces superior al bromuro de etidio (Bioprobes 18. Nov. (1993) citado 
en Karlsen y col. 1995). Dos de los trabajos en los que primero citan este 
compuesto como sustituto del bromuro son: Schneeberger y col. (1995) y Karlsen y 
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col. (1995). En la figura 5 se muestra la estructura del SG, determinada por Zipper 
y col. 2004 a partir del reactivo comercial.  
 
 
A  
 
B  
 
 
           C 
 
Figura 5. Estructura de los compuestos: A) Bromuro de etidio; B) SYBR Green; C) YOYO. 
 
Uno de los inconvenientes de las moléculas de detección no específica es 
que presentan la misma afinidad por cualquier molécula de ADN de doble hebra 
independientemente de que sea el producto de PCR que nos interesa detectar o 
bien que se trate de un producto de amplificación inespecífico o dímeros de 
cebadores, dando lugar a resultados erróneos. Para evitar este inconveniente debe 
realizarse una curva de temperatura de fusión a continuación de los  ciclos de PCR 
(Ririe y col. 1997), de este modo se podrán distinguir los productos específicos de 
los no específicos según la temperatura de fusión que posean. En una curva de 
fusión la fluorescencia decrece de forma gradual a medida que aumenta la 
temperatura ya que ese aumento de temperatura permite más rotaciones internas 
del compuesto fluorescente unido (Nygren y col. 1998). Cuando la temperatura 
llega al punto en el que la doble hebra de ADN y el compuesto se separan la 
fluorescencia desaparece. Esta temperatura se conoce con el nombre de 
temperatura de fusión (Tm) y representa el máximo de la primera derivada negativa 
de la curva de fusión. Algunos de los factores que influyen en la curva de fusión de 
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un producto de PCR son el contenido en G/C (guanida/citosina) del amplicón, su 
longitud y secuencia. Cualquiera de estas variables dan lugar a que varíe la Tm de 
un producto de PCR. Por ejemplo, puede existir hasta una diferencia de 41 ºC entre 
una molécula de ADN bicatenario con un 100% de contenido G/C y otra del mismo 
tamaño sin guaninas y citosinas. Este amplio rango permite que la mayoría de los 
productos de PCR del mismo tamaño se puedan diferenciar por las curvas de 
fusión. Al contrario que con los geles de electroforesis, es posible distinguir 
productos del mismo tamaño pero con una relación de GC/AT distinta. También es 
posible la diferenciación de dos productos con el mismo tamaño y el mismo 
contenido en G/C pero con distinta distribución, por ejemplo uno de ellos con 
distribución homogénea y otro con una terminación G/C final, tendrán distinta 
curva de fusión (Ririe y col. 1997; Pryor y Wittwer  2006). 
 
Otro de los inconvenientes que presentan las moléculas de detección no 
específica son las dificultades que presenta en el caso de una PCR múltiple, en la 
que se amplifican más de un tipo de amplicón. En algunos trabajos (Giglio y col. 
2003) se ha podido comprobar la variabilidad en la capacidad de unión del SG a un 
amplicón dependiendo de la concentración de SG en la reacción, del tamaño del 
amplicón y de su secuencia (contenido en G/C) principalmente. De este modo en 
reacciones en las que el SG se encuentra en concentraciones bajas, no se detectan 
todos los amplicones sino aquellos cuya secuencia es más rica en G/C y su tamaño 
es mayor. También puede darse el caso de detectar todos los tipos de amplicones 
en los primeros ciclos de la reacción y al final únicamente detectarse uno de ellos 
(Giglio y col. 2003). Otro de los inconvenientes es que la temperatura de fusión de 
un amplicón se ve afectada por la concentración de SG al igual que por la 
concentración de ADN de la reacción (Monis y col. 2005).   
 
Entre las ventajas del SG destaca que se trata de un reactivo relativamente 
económico, que se puede utilizar independientemente de la secuencia y que no 
precisa de diseño previo. 
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3.1.2 Detección específica  
 
La ventaja principal de la detección secuencia-específica es que permite la 
detección de una secuencia objetivo de interés sin interferencia de dímeros de 
cebadores o de productos de PCR no específicos. A continuación se describen las 
características más destacadas de las dianas de detección específica más 
utilizadas. 
 
3.1.2.1 Sondas TaqMan 
 
Una sonda TaqMan (Livak y col. 1995; Heid y col. 1996) consiste en un 
oligonucleótido marcado en su extemo 5´ con un fluorocromo de alta energía, 
también llamado “Reporter” y con otro fluorocromo de baja energía en el  extremo 
3´ llamado “Quencher”. El marcaje de una sonda con dos fluorocromos de dichas 
características aprovecha el fenómeno FRET (fluorescence resonance energy 
transfer) para conseguir una señal fluorescente específica cuando la sonda se une 
a la secuencia diana de ADN. Este mecanismo consiste en que cuando se produce 
la excitación de un fluorocromo de alta energía que está próximo a otro de baja 
energía se produce una transferencia de la misma de uno al otro. Por lo tanto si  
una fuente de luz incide sobre la sonda, el “quencher” suprime la emisión de 
fluorescencia del “reporter” por su proximidad. Si se produjera una separación de 
ambos fluorocromos dejaría de producirse el fenómeno FRET y por lo tanto el 
“reporter” incrementaría la emisión de fluorescencia disminuyendo la del 
“quencher”. Esto es lo que ocurre durante la fase de elongación de una PCR a 
tiempo real. En ésta, y previa a la unión de los cebadores a la hebra molde, se 
produce la unión de la sonda, ya que ésta además de diseñarse complementaria a 
la secuencia de interés dentro de la región flanqueada entre ambos cebadores, 
también se diseña con una Tm, por lo general, 10 ºC superior a la de los cebadores. 
Durante el proceso de elongación, cuando la Taq ADN polimerasa se encuentra con 
la sonda se produce la hidrólisis de ésta gracias a la actividad exonucleasa de la 
polimerasa (Holland y col. 1991), produciéndose la emisión de fluorescencia al 
separarse el “reporter” del “quencher” (figura 6). Por lo tanto a medida que va 
aumentando la cantidad de moléculas de ADN amplificadas también se incrementa 
de forma proporcional la fluorescencia, que se registra en el sistema de detección 
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del equipo de PCR a tiempo real. Como la sonda sólo se hidroliza si previamente se 
ha unido a la secuencia diana, la fluorescencia registrada procede únicamente de 
la amplificación específica del producto de PCR de interés.  
 
Cebador 
directo
Cebador 
reverso
Sonda 
TaqMan
ADN 
polimerasa
ADN 
polimerasa
 
 
Figura 6. Esquema del funcionamiento de una sonda TaqMan 
 
Con el uso de sondas se evita la fluorescencia generada por dímeros de 
cebadores o bien por productos de amplificación inespecíficos. Otra de las ventajas 
del uso de sondas TaqMan es la posibilidad de utilizar en un mismo ensayo de PCR 
distintas sondas marcadas con distintos “reporters” para detectar dos o más 
secuencias diana distintas, y que éstos pueden elegirse con distintas longitudes de 
onda de emisión. Algunos de los fluorocromos utilizados como “reporter” son: 6-
FAM (6-carboxi-fluoresceina), HEX (hexachloro-6-carboxi-fluoresceina), JOE (2,7-
dimetoxi-4,5-dicloro,6-carboxi-fluoresceina), TET (6-carboxi-tetracloro-fluoresceina) y 
VIC. Como “quencher”, en el extremo 3´ se suele utilizar TAMRA (6-carboxi-
tetrametil-rodamina) aunque existen otros como el DABCYL y el BHQ (black hole 
quencher, Biosearch Technologies, Novato, CA, USA). Este último es más eficiente 
que otros “quencher” a la hora de apantallar a la mayoría de los “reporters” y no 
emite fluorescencia por sí mismo. En el caso de emplear distintas sondas en un 
mismo ensayo de PCR hay que tener en cuenta las longitudes de onda de 
excitación y emisión de cada uno de los fluorocromos para que no solapen. 
 
 Para mejorar la especificidad de las sondas TaqMan se desarrollaron las 
sondas TaqMan-MGB, que mantienen la misma función y diseño con un par de 
modificaciones. La primera consiste en incorporar en su extremo 3´ una molécula 
denominada MGB (Minor Groove Binder) que se une al surco menor de la doble 
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hebra de ADN. Esta pequeña molécula, tripéptido de dihidrociclopirroloindol (DPI3), 
con forma de media luna, se ensambla en la doble hebra formada por la sonda y la 
secuencia diana, dando lugar a que la hibridación sea más estable (se produce una 
interacción del tipo fuerza de Van der Waals entre el MGB y el ADN). Por otra parte 
también provoca un aumento en la Tm (Kumar y col. 1998, Kutyavin y col. 2000) de 
la sonda, dando lugar a la posibilidad de diseñar sondas de menor tamaño con una 
Tm más alta. Por ejemplo, una sonda MGB de 12 nucleótidos tendría una Tm de 65 
ºC, temperatura de fusión común para una sonda de 27 nucleótidos (Kutyavin y col. 
2000). La segunda modificación es el “quencher” no fluorescente (NFQ) que 
sustituye al TAMRA. Este “quencher” actúa como un aceptor de transferencia de 
energía del “reporter” pero no emite señal de fluorescencia detectable por sí 
misma. Por lo tanto se consigue que disminuya la fluorescencia de fondo 
(background) de la reacción, mejorando el análisis de los datos de fluorescencia. La 
ventaja de las sondas MGB reside en que se consigue mayor especificidad de 
secuencia, al utilizar sondas más cortas, y menor fluorescencia de fondo. Este tipo 
de sonda es de mayor utilidad para ensayos de discriminación alélica o detección 
de SNP, ya que al permitir el diseño de secuencias más cortas con una Tm alta son 
más sensibles a cambios de una única base (Kutyavin y col. 2000). 
 
Dentro de los inconvenientes de este tipo de sondas destaca la dificultad de 
diseño y la disminución de la eficiencia en amplicones mayores de 150 pb además 
de implicar un coste elevado. 
 
3.1.2.2 Molecular Beacon  
 
Estas sondas reciben este nombre de “Beacon” porque emiten fluorescencia 
únicamente cuando hibridan con la molécula diana (Tyagi y Kramer 1996). Se trata 
de oligonucleótidos de entre 15 y 30 pares de bases complementarios a una 
secuencia diana. En sus extremos presentan unas secuencias de entre 5 y 6 pares 
de bases, mayoritariamente guaninas y citosinas complementarias entre sí  y sin 
relación a la secuencia de la sonda. En los extremos de estos brazos se une 
covalentemente un “reporter” y un “quencher” (ver figura 8A). De este modo las 
secuencias de los brazos se unen y dan lugar a una estructura secundaria con 
forma de horquilla. Con esta estructura el “reporter” y el “quencher” se mantienen 
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muy próximos por lo que se produce el fenómeno FRET y no se detecta 
fluorescencia hasta que se hibrida con su secuencia diana y adopta una 
conformación lineal más estable que la estructura en forma de horquilla. Al 
linearizarse, el “reporter” y el “quencher” se alejan y se produce la emisión de 
fluorescencia.  
 
El inconveniente de usar este tipo de sondas radica en la mayor dificultad en 
el diseño y la optimización, ya que no sólo hay que tener en cuenta el tamaño y 
secuencia adecuados de la sonda para formar un híbrido estable con la secuencia 
diana, es decir, que sea más estable que la estructura de horquilla, sino que hay 
que tener en cuenta las secuencias de los brazos para que sean complementarias y 
estables cuando no esté la secuencia diana presente (Marras y col. 2006). 
 
3.1.2.3 LNAs y PNAs 
 
Tanto las moléculas LNAs (locked nucleic acid) como las PNAs (peptide 
nucleic acid) son moléculas análogas de ácidos nucleicos (figura 7). En el caso de 
las primeras se tratan de oligonucleótidos con ciertas modificaciones en los 
nucleótidos que les confieren un aumento en la afinidad por secuencias 
complementarias, al igual que un aumento en la temperatura de fusión (Braasch y 
Corey 2001) permitiendo la posibilidad de diseñar sondas cortas con una Tm alta. 
En el caso de los PNAs, se tratan de moléculas donde las bases nucleicas están 
unidas a un esqueleto peptídico no quiral. Al igual que los LNAs, presentan una 
gran afinidad con secuencias complementarias.  
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A  B  
 
Figura 7. Estructura de las moléculas LNAs (A) y PNAs (B) 
 
3.1.2.4 Sondas Light­up 
 
 Las sondas light-up fueron descritas por primera vez como tal por Svanvik y 
col. (2000). Están constituidas por una molécula PNAs de entre 9 y 11 nucleótidos, 
a la cual se le une covalentemente la cianina asimétrica naranja de tiazol (TO) (ver 
figura 8D). Como ya se ha comentado anteriormente, tanto los LNAs como los PNAs 
presentan una unión al ADN complementario muy estable (Egholm y col. 1992). Por 
lo tanto las sondas light-up integran la extraordinaria capacidad de hibridación de la 
moléculas PNAs junto con la gran capacidad de las cianinas asimétricas de emitir 
fluorescencia al unirse al ADN. Consecuentemente estas sondas proporcionan una 
emisión de fluorescencia elevada y a la vez específica ya que la interacción de la 
sonda con el ADN diana depende únicamente de la secuencia de la sonda. Este 
tipo de sonda se suele utilizar con el equipo LightCycler (Roche). Uno de los 
inconvenientes de esta sonda es que se detecta fluorescencia en los controles 
negativos (NTCs). 
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3.1.2.5 Scorpion 
 
Los cebadores scorpion fueron diseñados por Whitcombe y col. (1999) para 
su aplicación en ensayos de PCR rápidos. Consisten en una sonda secuencia-
específica cuyos extremos 5´ y 3´ son complementarios entre sí, constituyendo 
una estructura secundaria de horquilla (ver figura 8E). Al igual que las molecular 
“Beacon” poseen un “reporter” y un “quencher” en los extremos 5´ y 3´ 
respectivamente. La diferencia con respecto a las sondas “Beacon” es que al 
extremo 3´ de la sonda se le une un  cebador. El hecho de que sonda y cebador 
estén unidos da lugar a que la hibridación de la sonda a la secuencia diana sea 
más rápida, por lo que resulta más eficaz en ensayos de PCR a tiempo real con 
ciclos cortos (Thelwell y col. 2000). 
 
3.1.2.6 Cebadores Amplifluor  
 
Los primeros diseños de este tipo de cebadores fueron realizados por  
Nazarenko y col. (1997), recibiendo el nombre definitivo de Amplifluor en el trabajo 
de Uehara y col. (1999). Presentan un diseño muy similar al de las sondas 
“Beacon” en cuanto a su estructura de horquilla en el extremo 5´ del cebador. 
Incorporan el “reporter” en el extremo 5´del brazo y el “quencher” en el otro 
extremo de la horquilla (ver figura 8F). La diferencia con respecto a las sondas 
“Beacon” es que la secuencia del lazo no tiene porque ser complementaria a la 
hebra de ADN a la que se una el cebador. La desventaja de estos cebadores es la 
posibilidad de amplificaciones inespecíficas. Existen otras versiones de este tipo de 
cebadores en función de la localización de “reporter” y “quencher” (Nazarenko y 
col. 2002).  
 
3.1.2.7 Sondas de hibridación adyacentes 
 
La principal diferencia de este tipo de sondas, con respecto a las anteriores, 
radica en el uso de dos sondas a la vez. La sonda donante, marcada en su extremo 
3´ con un fluorocromo y la sonda receptora con un fluorocromo en el extremo 5´ y 
cuyas secuencias diana en la hebra de ADN molde han de estar próximas para que 
tenga lugar el fenómeno FRET (ver figura 8B). Un condicionante importante es que 
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el espectro de emisión del donante debe de solaparse con el espectro de absorción 
del receptor (Marras y col. 2006).  
 
La gran ventaja que ofrece este tipo de sondas radica en la alta 
especificidad. Por el contrario el principal inconveniente  se centra en la dificultad 
del diseño ya que ha de tenerse en cuenta que las sondas presenten la misma 
actividad a la misma temperatura, así como que el espectro de emisión de ambos 
fluorocromos no se solape. Estos inconvenientes dificultan la realización de 
reacciones múltiples e incrementan los costes de los ensayos.  
 
 
Figura 8. Esquema de algunos sistemas de detección específica (Marras y col. 2006).  
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3.2 INSTRUMENTACIÓN DE PCR A TIEMPO REAL 
 
Actualmente en el mercado existen diversos equipos de PCR a tiempo real 
de distintos fabricantes. Todos ellos tienen en común que constan de un 
termociclador en el que se lleva a cabo la PCR, un sistema de detección de 
fluorescencia incorporado al termociclador y un ordenador que recoge los datos de 
fluorescencia y los traduce en señal de amplificación. En algunos casos estos tres 
elementos están integrados en un único equipo.  
 
Dependiendo de la tecnología que incorporen los equipos de PCR a tiempo 
real se puede hacer una clasificación en equipos de bloque o de rotor. Estos 
últimos utilizan aire en circulación para realizar los ciclos de calentamiento y 
enfriamiento de las muestras. Un ejemplo, lo constituyen los equipos de real time 
que tienen actualmente en el mercado Roche (LightCycler 2.0 y 1.5) y Qiagen 
(diversos modelos de la serie Rotor_Gene). Ambos se basan en un sistema de 
carrusel, de rotor, en el que los ciclos de calentamiento y enfriamiento de las 
muestras se llevan a cabo gracias a la entrada de aire caliente o frío que está 
circulando constantemente impulsado por el movimiento continuo de un rotor 
situado dentro de la cámara (figura 9). Debido a la baja capacidad térmica del aire, 
los equipos que utilizan esta tecnología pueden alcanzar una rampa de 
temperatura superior a los termocicladores de bloque, por ejemplo, de 20 ºC/ s, lo 
cual permite acortar el tiempo de PCR. 
 
 
Light Cycler 1.5 
 
LightCycler 2.0 
 
 
 
Rotor_Gene Q 
 
Figura 9. Equipos de PCR a tiempo real con  sistema de rotor. 
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Los termocicladores que incorporan la tecnología de bloque son los 
mayoritarios. Actualmente compañías como Applied Biosystems, BIO-RAD, Cepheid 
Systems, Eppendorf, Stratagene, Techne, e incluso la propia Roche presentan 
diversos equipos con dicha tecnología (figura 10). En la mayoría de estos equipos el 
calentamiento y enfriamiento rápido del bloque térmico se produce gracias a 
elementos “Peltier”. Algunos equipos incorporan la opción de escoger entre dos 
rampas de temperatura (Applied Biosystems). 
 
Otra característica que ofrecen algunos equipos es la posibilidad de utilizar 
placas de 96 y 384 pocillos gracias al intercambio del bloque sin la necesidad de 
una posterior calibración. 
 
Parece evidente que la cuestión fundamental a tener en cuenta en el diseño 
de un equipo de PCR a tiempo real es intentar mantener una homogeneidad de 
temperatura para todas las muestras ya que una pequeña variación en la 
temperatura puede dar lugar a errores de cuantificación significativos.  
 
 
 
 
LightCycler 480 
 
 
7900TH Fast 
 
 
SmartClycler 
 
Figura 10. Equipos de PCR a tiempo real con sistema de bloque.  
 
Igualmente, existen equipos integrados por distintos módulos en los que se 
realiza desde la extracción de ADN de la muestra hasta la PCR a tiempo real 
minimizando posibles contaminaciones. Un ejemplo de este equipo es el GeneXpert 
System de la compañía Cepheid que puede utilizar el sistema completo o 
únicamente el termociclador de PCR a tiempo real. En este caso recibe el nombre 
de SmartCycler. Otra de las ventajas de este equipo es la posibilidad de poner en 
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marcha distintos protocolos de ciclos simultáneamente ya que presenta 16 
unidades independientes. 
 
En cuanto al sistema óptico de los equipos, es posible encontrar distintas 
fuentes de excitación. Los equipos pueden presentar varias opciones: lámpara de 
xenón, lámpara halógena de tungsteno, LEDs (Light emitting diode) o láser ion-
argón. Del mismo modo, dependiendo del equipo, la fluorescencia resultante se 
puede detectar con una cámara CCD (charged coupled device), con fotodiodos o 
bien con PMTs (scanning photomultiplier tube). Con cualquiera de los sistemas, un 
ordenador recoge los datos de fluorescencia en cada uno de los ciclos de la PCR 
para cada uno de los pocillos/tubos y gracias a un programa informático se 
analizan los datos para generar un registro de amplificación. En el mercado se 
encuentran diversos equipos dependiendo del número de fluorocromos distintos 
que se pueden detectar en un mismo pocillo/tubo (entre 1 y 6). Casi todos los 
equipos cubren la mayor parte de los fluorocromos que se emplean en PCR a 
tiempo real (SYBR Green, FAM, VIC, TEXAS RED, ROX, JOE, NED, TAMRA, CY3, CY5). 
Algunos emplean una referencia interna (ej. ROX, Applied Biosystem) para 
normalizar los valores de fluorescencia y evitar de este modo posibles fluctuaciones 
de la misma entre réplicas debidas a errores de pipeteo, tipo de muestra, etc. El 
algoritmo de análisis detecta la contribución de cada “reporter” en cada muestra y  
establece la relación entre dicha señal y la fluorescencia de la referencia interna 
(ROX) para realizar la normalización, de este modo se tiene un valor más exacto en 
el caso de una cuantificación absoluta o relativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 37
Introducción General 
4.  IDENTIFICACIÓN  DE  ESPECIES  MEDIANTE  PCR  A  TIEMPO 
REAL 
 
Desde mediados de los noventa la PCR a tiempo real se ha convertido en 
una técnica aplicada en distintas áreas de ámbito científico encontrándose en 
continua expansión. El hecho de que con el tiempo haya disminuido el precio de los 
equipos de PCR a tiempo real, así como también el de los reactivos y otros 
fungibles, facilita el acceso a esta técnica y por lo tanto, que se utilice con más 
frecuencia en más campos de investigación y para distintas aplicaciones.  
 
Si bien las principales aplicaciones de esta técnica inicialmente se 
englobaban en el campo de la medicina, relacionadas con la expresión génica, el 
diagnóstico del cáncer, enfermedades autoinmunes, identificación y cuantificación 
de organismos patógenos, entre otras (Wolfgang y col. 2002; Reischl y col. 2001; 
Deepak y col. 2007; Provenzano y Mocellin 2007), hoy en día también se utiliza en 
otros campos como puede ser el área de tecnología de alimentos (Levin 2004). De 
este modo esta técnica se ha convertido en los últimos años en una herramienta 
fundamental en la detección y cuantificación de organismos modificados 
genéticamente (OMG). Éstos juegan un papel muy importante como materia prima 
en la elaboración de muchos productos utilizados en la alimentación animal y en la 
dieta humana. Algunos de los OMG más utilizados son el maíz, el trigo, el arroz, la 
soja o la cebada (Kunert y col. 2006; Lee y col. 2006; Mäde y col. 2006; Corbisier y 
col. 2005; Engel y col. 2006; Lerat y col. 2005; Rønning y col. 2006). Debido al 
debate existente acerca del posible perjuicio de los organismos transgénicos sobre 
la sostenibilidad de la biodiversidad vegetal, el medio ambiente en general y la 
salud humana se ha legislado el uso de dichos organismos. De este modo son 
muchos los países en los que es obligatorio el etiquetado de productos que 
contengan organismos genéticamente modificados. En los países pertenecientes a 
la Unión Europea si un producto contiene un ingrediente transgénico en un valor 
superior al 0,9% es obligatorio que aparezca indicado en el etiquetado 
(Regulaciones CE, 2003a; CE, 2003b citadas en Engel y col. 2006). Es por ello que 
se hace necesario el uso de técnicas como la PCR a tiempo real que permitan 
detectar y cuantificar de manera fiable dichos organismos en un breve espacio de 
tiempo y con un amplio rango de cuantificación. 
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No menos importante es la utilización de la PCR a tiempo real en la 
detección y cuantificación de organismos patógenos en alimentos. Se trata de una 
herramienta de diagnóstico específica, sensible y fiable que se complementa con 
las técnicas tradicionales de detección de patógenos (Yang y col. 2003; Fricker y 
col. 2007;  López y Pardo 2010; Ruiz-Rueda y col. 2011). 
 
Otra de las aplicaciones de esta técnica dentro del área de tecnología de 
alimentos es la identificación de especies. Fundamentalmente en aquellos 
productos elaborados en los que no existen caracteres morfológicos que puedan 
facilitar la identificación y que den lugar a un posible fraude alimentario con la 
consecuencia de no responder a las expectativas del consumidor o incluso causar 
riesgos para la salud por posibles alergias o intolerancia a ciertos alimentos. Es por 
ello que la técnica de la PCR a tiempo real es una herramienta cada vez más 
utilizada en la detección e identificación de distintas especies animales en 
productos cárnicos (Brodmann y Moor 2003; Laube y col. 2003; Kesmen y col. 
2009; Köppel y col. 2011) o vegetales (Hupfer y col. 2007; Brežna y col. 2006; Hird 
y col. 2003; Hernández y col. 2005, Köppel y col. 2009a, Mujico y col. 2011) 
destinados a la alimentación humana y animal.  
 
La identificación de especies de pescado se ha resuelto para la mayoría de 
los grupos comerciales más importantes a través de las distintas técnicas 
moleculares mencionadas anteriormente. Sin embargo, se necesita más 
investigación en el desarrollo de métodos que permitan llevar a cabo este tipo de 
análisis en productos mezcla, en los que estén presentes varias especies, de un 
modo más rápido, fácil y más económico. Cada vez son más frecuentes los trabajos 
de investigación que utilizan la técnica de PCR a tiempo real para la identificación 
de especies de pescado: merluza (Sánchez y col. 2009); gádidos (Taylor y col. 
2002, Bertoja y col. 2009; Herrero y col. 2010); mero y especies sustitutas (Trotta y 
col. 2005); túnidos (Dalmasso y col. 2007; Terio y col. 2010). 
 
Una de las mayores ventajas que ofrece esta técnica, frente a las citadas 
anteriormente, es el amplio rango de detección que abarca, ya que con ella es 
posible detectar hasta 8 rangos de magnitud de concentración del analito (Heid y 
col. 1996), ganando en sensibilidad. Las técnicas en las que se incluye la 
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utilización de agarosa o  poliacrilamida son menos precisas y de menor sensibilidad 
y resolución. La mayoría de las electroforesis discriminan por tamaño y los 
resultados no son cuantitativos. Por el contrario, la PCR a tiempo real permite 
eliminar el paso de electroforesis evitando posibles contaminaciones y la 
recopilación de datos se realizan en la fase exponencial y no a punto final.  
 
Esta técnica se presenta como una alternativa a las anteriores técnicas en 
su utilización en productos mezcla, ya que con la utilización de sondas específicas, 
la identificación de la especie diana es posible independientemente de si el 
producto presenta mezcla de especies o no.  
 
5.  PROBLEMÁTICA  DE  LA  CUANTIFICACIÓN  DE  ESPECIES  EN 
ALIMENTOS 
 
La existencia de normas de etiquetado que obligan a declarar las cantidades 
de determinados ingredientes en alimentos (Directiva de la UE 2000/13/E) hace 
imprescindible que se desarrollen técnicas que permitan, no sólo la identificación, 
sino también la cuantificación de dichos ingredientes.  
 
En los últimos años esta problemática se ha abordado mediante distintos 
tipos de técnicas, tanto las basadas en proteínas como en ADN, para lograr la 
cuantificación de especies de pescado en productos comerciales sujetos a estas 
normativas. Si bien para la identificación de especies el abanico de técnicas es 
bastante amplio, para la cuantificación no lo es tanto, ya que la mayoría de las 
técnicas de identificación son cualitativas. Dentro de las técnicas basadas en 
proteínas se pueden destacar trabajos como los de Ochiai y col. (2001)  en el que 
se aborda la cuantificación de un modo semicuantitativo al recurrir a la 
electroforesis SDS-PAGE, junto a la técnica de SRID (single radial inmunodiffusion), 
para la cuantificación del músculo de caballa en surimi. Trabajos más recientes 
(Reed y Park 2008) recurren a esta misma técnica para la cuantificación de surimi 
de abadejo de Alaska en productos comerciales. En este caso, aunque fue posible 
la cuantificación, la presencia de otros componentes proteicos, como las proteínas 
del huevo, interfirieron en la cuantificación de las proteínas del pescado. Por otra 
parte únicamente se testó con otra especie empleada en la fabricación de surimi, 
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la merluza del pacífico (M. productus). Estos mismos autores aplicaron la técnica 
de ELISA competitivo, con anticuerpos policlonales, para conseguir el mismo 
objetivo en un trabajo posterior (Reed y Park de 2010). En este caso obtienen 
reacción cruzada con otras especies utilizadas en la producción de surimi como la 
merluza del Pacífico. Una técnica “híbrida” es la  PCR-ELISA, utilizada para la 
semicuantificación de la perca del Nilo (Lates niloticus) en mezclas esterilizadas de 
músculo de pescado (Asensio y col. 2004). 
 
Hasta donde conoce la autora, los trabajos relacionados con la 
cuantificación en alimentos que no utilicen la PCR a tiempo real son bastante 
escasos (Wolf y Lüthy 2001; Marcelino y col. 2008) y siempre abordando la 
cuantificación de un modo semicuantitativo. Por el contrario, la aplicación de la 
técnica de PCR a tiempo real es la técnica más seleccionada para la cuantificación 
de especies en el área de la tecnología de alimentos. Al margen de  su uso como 
técnica de rutina en la cuantificación de OGM en alimentos (Regulaciones CE, 
2003a; CE, 2003b citadas en Engel y col. 2006), esta técnica se ha aplicado con 
mayor frecuencia en la cuantificación de especies de productos cárnicos (López-
Andreo y col. 2005; Krcmar y Rencova 2005; Tasara y col. 2005; Lopparelli y col. 
2007; Rodríguez y col. 2004 y 2005; Köppel y col. 2008 y 2009b; Fajardo y col. 
2008) que en pescados, donde su aplicación ha sido menor (Hird y col. 2005; 
López y Pardo 2005; Nagase y col. 2010, Benedetto y col. 2011).  
 
5.1 CUANTIFICACIÓN MEDIANTE LA TÉCNICA DE PCR A TIEMPO REAL 
 
El fundamento de la PCR a tiempo real radica en la relación directa entre la 
señal de fluorescencia emitida durante el proceso de la PCR y la cantidad de ADN 
molde (diana para esa PCR). Existen distintos métodos matemáticos que 
transforman esa señal de fluorescencia en datos de cuantificación absoluta o 
relativa del fragmento de ADN amplificado. La cuantificación absoluta, como su 
nombre indica, se emplea para conocer la cantidad inicial de ADN molde, bien en 
número de copias, en concentración o bien en masa. Para ello es necesario utilizar 
una recta patrón que relacione cantidades conocidas del ADN molde (dilución 
seriada) con su correspondiente señal de fluorescencia, a partir de esta recta se 
obtendrá la cantidad de ADN de una muestra desconocida interpolando el valor de 
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fluorescencia obtenido para dicha muestra en la recta patrón. En este método, 
tanto las reacciones de las muestras conocidas (estándares), como las de las 
muestras problema, han de tener la misma eficiencia. En la cuantificación relativa 
se expresan los resultados de amplificación de un fragmento de ADN diana en una 
muestra problema en función de los resultados obtenidos para un fragmento de 
referencia en dicha muestra. Del mismo modo la relación diana/referencia de la 
muestra problema también se pueden normalizar con la relación diana/referencia 
de una muestra control. 
 
Para llevar a cabo una cuantificación de ADN es necesario aplicar una 
metodología reproducible, al igual que un modelo matemático adecuado para el 
análisis de los datos. La elección de un método de cuantificación se establece en 
función del tipo de cuantificación necesaria, bien relativa o absoluta, y teniendo en 
consideración variables como el tipo de secuencia diana, la cantidad de ADN inicial 
y el grado de precisión y exactitud que se busca. A continuación se describen 
diversas metodologías aplicadas a la cuantificación de ADN. 
 
5.1.1 Modelado de las curvas de PCR a tiempo real 
 
Los modelos empleados en el ajuste de los datos de fluorescencia obtenidos 
en una reacción de PCR a tiempo real se pueden clasificar en (Čikoš y Koppel 
2009): modelos basados en “benchmarks”, modelos de regresión lineal, modelos 
potenciales y exponenciales, modelos sigmoidales (ecuación logística), modelos 
combinados y otros modelos sigmoidales. 
 
5.1.1.1. Modelos basados en “benchmarks” (referencia) 
 
Dentro de este apartado se incluyen aquellos métodos que utilizan un punto 
de referencia (benchmark) dentro de la fase exponencial de la curva de 
amplificación a partir del cual se comparan todas las muestras. El método más 
conocido es el método “threshold Ct”, un tipo de método “bechmark” en el que se 
toma como referente un valor umbral de fluorescencia en el que todas las muestras 
alcanzan la misma señal de fluorescencia, tienen la misma cantidad de producto 
 42 
Introducción General 
amplificado pero la alcanzan en distinto ciclo de la reacción, a ese ciclo se le 
conoce como “threshold cycle” (Ct).  
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Figura 11 A) Curva típica sigmoide de la evolución de la fluorescencia de un proceso de 
PCR a tiempo real con el aumento del número de ciclos de amplificación. Se señala el nivel 
umbral con el correspondiente valor de Ct, así como la línea base. B) Representación en 
escala logarítmica de la curva A.  
 
El inconveniente de este método se encuentra en el modo de seleccionar 
dicho umbral ya que en algunos equipos de PCR a tiempo real la elección es 
subjetiva, se selecciona manualmente por la persona que realiza el ensayo 
situándolo en cualquier punto dentro de la fase exponencial de la curva de 
amplificación.  
 
5.1.1.2 Modelos de regresión lineal  
 
En este apartado se incluyen métodos como el de Ramakers y col. (2003) en 
el que se determina la fluorescencia inicial (R ) y la eficiencia realizando 
únicamente la regresión lineal de los valores de fluorescencia de la fase 
exponencial. En este tipo de método la eficiencia no es un único valor obtenido a 
partir de la pendiente de una recta patrón de una dilución seriada sino que se 
calcula de manera individual para cada una de las amplificaciones. 
0
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Partiendo de la siguiente ecuación se puede obtener la eficiencia y la 
fluorescencia inicial: 
 
( )0 1 nnR R E= ⋅ +
0R
( )0log log log 1nR R E n= + + ( )log 1= + 0loga R=
b pendienteE 10 1 10 1= - = -
0 10
aR =
 
 
Donde es la intensidad de fluorescencia proporcional al producto de PCR; n es el 
número de ciclo; E es la eficiencia y es la fluorescencia inicial. A partir de la 
transformación logarítmica de esta ecuación obtenemos: 
nR
 
 
 
Siendo b E  y , tenemos: 
 
 
 y      =     a     +        b         x 
 
De este modo se obtiene la eficiencia individual de cada amplificación al 
igual que la fluorescencia inicial, relacionada con la cantidad inicial de ADN. 
 
5.1.1.3 Modelos potenciales y exponenciales  
 
Diferentes autores han señalado la posibilidad de ajustar los datos de  la 
fase exponencial con ecuaciones potenciales de 2 ó 3 parámetros (Bar y col. 2003; 
Zhao y Fernald 2005). 
 
Modelo de dos parámetros: 
xy a b= ⋅  
Modelo de tres parámetros: 
0
xy y a b= + ⋅  
 
Donde  es la fluorescencia en el ciclo x; y 0y  es la fluorescencia en la línea base de 
la fase exponencial; a es la fluorescencia en el ciclo cero y b es . 1E+
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La mayoría de los estudios que han utilizado este tipo de método lo han 
hecho para el cálculo de la eficiencia (Tichopad y col. 2003, Zhao y Fernald 2005). 
En algunos casos se han aplicado ecuaciones exponenciales para determinar la 
cantidad inicial de ADN (Karlen y col. 2007): 
 
( ( ))
x
x
N e
a b-=
x
 
 
  son parámetros de ajuste. Donde N es la cantidad de ADN en el ciclo x y   y 
 
 El mayor problema con las ecuaciones potenciales es que hay un porcentaje 
bastante alto de fluorescencia basal ( ) en los datos de fluorescencia de la fase 
de crecimiento exponencial con lo que el cálculo de la fluorescencia en el ciclo cero 
(a)
0y
 puede ser erróneo o poco fiable. 
 
5.1.1.4 Modelos sigmoidales (ecuación logística) 
 
Se trata de ajustar los datos a una función sigmoidal (fundamentalmente la 
ecuación logística) de tres o cuatro parámetros, permitiendo utilizar todos los 
valores experimentales de la fluorescencia desde el inicio hasta el final del proceso 
de amplificación. Varios autores han propuesto su utilización de forma generalizada 
(Liu y Saint 2002a; Rutledge 2004; Tichopad y col. 2002) 
 
Cuatro parámetros:  
 
0.5
max
1
na b n n
k
RR R
e
æ - ÷ç- ÷ç ÷çè ø
= +
+
ö  tiene en cuenta la fluorescencia total R  na
 
Tres parámetros:  
 
0.5
max
1
n n n
k
RR
e
æ - ÷ç- ÷ç ÷çè ø
=
+
ö bR= -  con  R R  n na
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naR b n
max
0.5n
0R
( )
 corresponde a la fluorescencia total; R  es la fluorescencia basal y R  es la 
fluorescencia en el ciclo n sin la fluorescencia basal; R  es la fluorescencia 
máxima producida por el producto de PCR sin la fluorescencia basal;  es el ciclo 
en el cual se alcanza la mitad de la  y  es la pendiente de la ecuación 
logística. 
maxR k
 
Cuando n es cero entonces se puede calcular la cantidad inicial de ADN a 
través del parámetro  como:  
 
0.5
max
0 /1 e n k
RR = +  
 
Sin embargo, Rutledge (2004) considera que aplicando este modelo no se 
consigue un ajuste correcto de los datos de fluorescencia en la fase “plateau”. 
Plantea que el ajuste dependerá de la eficiencia de los amplicones, los amplicones 
con mayor eficiencia tienen una desviación menor que los de menor eficiencia, 
proponiendo la eliminación de los ciclos de la fase “plateau” del ajuste a la 
ecuación sigmoidal. La eliminación de los ciclos se realiza en base a la selección de 
lo que se denomina ciclo “cut-off”. Se trata de elegir el ciclo de la PCR a partir del 
cual ya no se deben de tener en consideración para el ajuste los ciclos sucesivos. 
Para elegir dicho ciclo se realizan diversos análisis de regresión de la curva de 
amplificación eliminando de cada vez el último ciclo y repitiendo el análisis de 
regresión sin ese último ciclo (figura 12).  
 
 
Figura 12. Definición gráfica del método “cut-off” según Rutledge (2004). 
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En todos los casos el cálculo de la eficiencia es individual para cada una de 
las muestras. Se puede establecer mediante la siguiente expresión (Liu y Saint 
2002a; Rutledge 2004): 
 
( )
( )
( )
( )
max
0.5 0.5
max 0.5
0.5
1 exp / 1 exp 1 /
1 1 1
1 exp /
xp 1 /
n
R
n n k n n k
E R n n k
n n k
é
1
1 1
1 e
n n n
n n
R R R
R R
-
- -
ù é ù+ - - + - - -- ë û ë û= - = -é ù+ - -ë ûé ù+ - - -
= - =
ë û
nR 1n-
 
Donde  es la eficiencia en el ciclo n,  y R  son la fluorescencia en el ciclo n y 
en el ciclo n-1 respectivamente. La eficiencia decrece según va progresando la 
reacción de amplificación.  
nE
 
5.1.1.5. Modelos combinados  
 
Otro método alternativo que se incluye en este apartado es el método del 
máximo de la segunda derivada (SDMax). Este método toma como punto de 
referencia de comparación de las amplificaciones (benchmark) el SDMax de cada 
una de las curvas de amplificación, cuyo cálculo, más objetivo, se obtiene después 
de realizar la segunda derivada de la función matemática empleada para el ajuste 
de los datos experimentales de amplificación e igualar a cero el resultado de esta 
operación algebraica (Zhao y Fernald 2005).  
 
5.1.1.6 Otros modelos sigmoidales 
 
Recientemente, Guescini y col. (2008) han propuesto el método  o 
cálculo de la fase de latencia, como método alternativo a cualquiera de los 
métodos anteriormente citados. En este método no es necesario que las eficiencias 
de los estándares y las muestras problema sean iguales. Se basa en el ajuste de 
los datos de PCR a tiempo real a la ecuación de Richards (Richards 1959) con el 
propósito de obtener las mejores estimaciones de los parámetros que formulan el 
modelo matemático. A partir de dichas estimaciones se obtiene el parámetro  
cuyo valor es menos dependiente de la cinética de la PCR. 
0Cy
Cy0
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El valor de se corresponde con el punto de intersección entre el eje de 
abscisas y la tangente del punto de inflexión de la curva de Richards que se obtiene 
de la regresión no lineal de los datos de la reacción de PCR (figura 13). 
0Cy
 
( )
maxFF F= +
1
1
x bd
x c
be
æ ö÷ç- - ÷ç ÷çè øé ùê ú+ê úê úë û
 
 
x  corresponde al número de ciclo, F es la fluorescencia en el ciclo Donde x x ,  
es la fluorescencia máxima de la reacción, c  es un coeficiente de ajuste, d  es el 
coeficiente de Richards y es la fluorescencia base. 
maxF
bF
 
 
Figura 13. Ajuste de los datos de PCR a la ecuación de Richards con 5 parámetros 
(Guescini y col. 2008). 
 
El punto de inflexión (Flex) se calcula mediante la siguiente ecuación 
obtenida al igualar a cero la segunda derivada de la variable dependiente :  xF
 
d
b
dFlex c b d F F
dmax
ln ;
1
é ùæ ö÷ê úç= + +÷ç ÷çê úè ø+ë û
 
 
La tangente de la pendiente (m) se calcula del siguiente modo: 
 
1
max
1
dF dm
b d
+æ ö÷ç= ÷ç ÷çè ø+  
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Cuando  la ecuación de Richard se transforma en una ecuación logística. Los 
cinco parámetros que caracterizan cada reacción de PCR se utilizan para calcular el 
valor de Cy  o valor de la fase de latencia (punto de inicio de la fase exponencial) 
con la ecuación: 
1d =
0
 
0
max
1 1
ln 1
d
bFd dCy c b d b
d F d
é ùæ ö æ ö+ +÷ ÷ê úç ç= + - -÷ ÷ç ç÷ ÷ç çê úè ø è ø  ë û
0Cy
 
Las principales ventajas de este método son que tiene en cuenta un 
conjunto de parámetros cinéticos que definen con claridad el perfil completo de la 
curva de amplificación, además de que  sustituye al subjetivamente calculado 
Ct como parámetro de comparación. Uno de los programas informáticos que 
integran este modelo es el QPCR (http://genome.tugraz.at/QPCR) desarrollado por 
Pabinger y col. (2009). 
 
5.1.2 Cuantificación relativa 
 
La mayor parte de los métodos existentes dentro de la cuantificación relativa 
se han desarrollado para ser utilizados en trabajos de expresión génica, es decir, en 
la cuantificación indirecta del ARNm que se expresa en un determinado tejido y en 
determinadas condiciones. 
 
Como ya se ha comentado anteriormente, la elección de un método de 
cuantificación relativa implica la utilización de un gen de referencia y en algunos 
casos muestras control. Un gen de referencia debe cumplir dos características 
básicas: 1) El número de copias génicas no debe variar entre tejidos ni tampoco 
entre muestras (especies, individuos, etc) 2) En el caso de que la cuantificación 
relativa se emplee en estudios de expresión génica, la expresión del gen debe de 
ser constante en los diversos tejidos y muestras. Por otra parte, también debe 
tenerse en cuenta que las eficiencias en la amplificación de los genes en estudio y 
en el gen de referencia han de ser similares, sino iguales, y preferiblemente 
superiores al 90% (Ginzinger 2002). Estas mismas necesidades son aplicables al 
campo de la cuantificación relativa de especies en alimentos. Es necesario un gen 
diana, específico de la especie que se pretende cuantificar y un gen de referencia 
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que esté presente en esa misma especie, sin necesidad de ser específico, pero sí 
que se encuentre en la misma cantidad, es decir, mismo número de copias génicas 
que el gen diana o en una relación constante. Mientras que en estudios de 
expresión génica una muestra problema puede ser un determinado tejido sometido 
a un tratamiento para producir la sobreexpresión de un determinado gen diana y la 
muestra control debe ser dicho tejido sin tratamiento; en el caso de la 
cuantificación de alimentos, la muestra problema puede ser una cantidad 
desconocida de una especie en un producto comercial con diversos ingredientes, 
en los que se pueden incluir otras especies, y la muestra control será un extracto 
puro de la especie a cuantificar. 
 
Una clasificación posible dentro de los métodos enmarcados en la 
cuantificación relativa es la siguiente: métodos que consideran la eficiencia del 
proceso de PCR máxima e igual para todos los genes y métodos que incluyen el 
cálculo de la eficiencia para cada uno de los genes o bien para cada una de las 
amplificaciones. 
 
5.1.2.1 Métodos  que  consideran  la  eficiencia  del  proceso  de  PCR máxima  e 
igual para todos los genes. 
 
Dentro de este apartado destaca el método  propuesto por Livak y 
Schmittgen (2001) basado en el método del “threshold Ct”. 
CtDD
 
Partiendo de la ecuación que describe el crecimiento exponencial o 
geométrico de una reacción de PCR: 
 
( )nn 0 xX = X 1+ E  
 
Donde  es el número de moléculas diana en el ciclo n de la reacción, es el 
número inicial de moléculas diana y  es la eficiencia de amplificación del 
fragmento de ADN.  
nX 0X
xE
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La ecuación anterior se puede transformar en: 
 
( ) xCtT 0 xX X 1+ E=
TX
xE
(
 
 
Donde es el ciclo umbral para el gen diana,  es la cantidad de moléculas 
diana en el ciclo umbral y  es la eficiencia de amplificación del fragmento diana. 
Si esta ecuación se aplica igualmente a un gen de referencia (R), su forma 
funcional queda como sigue: 
xCt
 
) RCtT 0 RR = R 1+ E  
 
Dividiendo ambas expresiones, /TX R
x RE= =
T , y teniendo en cuenta que las eficiencias de 
los dos genes son iguales, , obtenemos:  E E
 
( )
( )
( )
( ) ( )
0 0
0 0
1
1
1
x x
x R
R R
Ct Ct
Ct Ct0 xT
Ct Ct
T 0 R
X 1+ E EX XX E
R R RER 1+ E
-+= = ⋅ = ++   
 
Con 0
0
N
X X
R
=  y T
T
X K
R
= , tenemos: 
 
( )1 x RCt CtT N
T
X X E
R
-= + =K ,  despejando : NX
 
( ) ( ) ( )1 11
x R R x
x R
Ct Ct Ct Ct
N Ct Ct
KX K E K
E
- + -
-= = + = ++ E
0
 
 
( )1 CtNX K E -= +   siendo  x RCt Ct Ct= -
 
NX  representa la cantidad de secuencia diana normalizada ( 0 /X R ) y 
representa la diferencia de Ct entre el gen diana y el de referencia. Si se 
normaliza el resultado de una muestra problema con una muestra control: 
CtD
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( )
( ) (
,
,
1
1
1
p
c
Ct
N p
Ct
N c
X K E
E
X K E
-D
-D
+= =+
Ct
) Ct-DD+  
 
Donde p hace referencia a la muestra problema, c a la muestra control y 
 p cCt Ct= - 
 
Estos autores (Livak y Schmittgen 2001) suponen que para amplicones 
menores de 150 pb y con las concentraciones de reactivos óptimas, las eficiencias 
de dichos amplicones es 1 (E=1) por lo que la concentración del gen diana 
normalizado con el gen de referencia y con una muestras control es: 
 
( ),
,
1 1 2CtN p Ct
N c
X
X
- -= + =   
 
Los dos principales inconvenientes de este método radican en que la 
eficiencia no se calcula de manera individual para cada una de las amplificaciones 
y que se consideran las eficiencias de los genes problema y de referencia idénticas 
e iguales a 1. Este método se puede utilizar con el fin de una estimación rápida de 
la expresión de un gen. 
 
5.1.2.2 Métodos que  incluyen el cálculo de  la eficiencia para cada uno de  los 
genes o bien para cada una de las amplificaciones. 
 
Dentro de este bloque se incluyen trabajos como el de Pfaffl (2001) y Pfaffl y 
col. (2002) en el que presenta un modelo de cuantificación relativa basado en la 
utilización de las eficiencias de los genes diana y  referencia así como la utilización 
de muestras control. El modelo que proponen estos autores es el siguiente: 
 
( ) ( )
( ) ( )
d
r
Ct c p
d
Ct c p
r
E
R
E
D -
D -=  
 
Donde R es la relación que define la expresión relativa del gen que se pretende 
cuantificar (diana). Esta relación se calcula teniendo en cuenta la eficiencia (E) y la 
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diferencia del valor del cociente Ct (D ) del gen problema (d) con respecto a un 
gen de referencia (r) en una muestra problema (p) y en una muestra control (c). 
Este autor propone para el cálculo de la eficiencia la siguiente ecuación: 
Ct
 
( )1 /10 mE -=  
 
Siendo m la pendiente de una recta patrón que relaciona los valores de Ct como 
variable dependiente y la cantidad de ADN inicial como variable independiente. 
 
Otro método que se enmarca en este apartado es el descrito por Liu y Saint 
(2002b) en el que se tiene en cuenta únicamente la fase exponencial de la PCR 
para calcular la eficiencia individual de cada una de las amplificaciones, ya que la 
eficiencia puede variar entre muestras y entre genes. La cantidad de ADN inicial y 
normalizado se obtiene a partir de estos cálculos de eficiencias. Teniendo en 
cuenta que las eficiencias del gen diana y el gen de referencia no son siempre 
iguales, algo que se puede comprobar simplemente viendo la diferencia de 
pendientes junto con la diferencia de la fluorescencia máxima alcanzada, estos 
autores proponen la siguiente ecuación para el cálculo de la eficiencia: 
 
( )
1
,
,
1
A BCt Ct
n A
n B
R
E
R
-æ ö÷ç ÷= -ç ÷ç ÷çè ø  
 
,n AR  y  son la fluorescencia detectada en el ciclo n y en dos umbrales 
(threshold) arbitrarios A y B. 
,n BR
ACt y  son los valores de Ct en los umbrales A y B. BCt
 
La ,n dR  del gen diana (d) y la ,n rR  del gen de referencia (r) con el mismo umbral se 
pueden expresar como: 
 
( ), , 1 rCtn r o r rR R E= +   y  ( ), , 1 dCtn d o d dR R E= +  
 
Si las eficiencias son distintas se pueden hacer dos aproximaciones para la 
normalización: 
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1. Empleando las ecuaciones anteriores y normalizando 0, 0,/d rR
, ,n r n dR R=
R  (con 
):  
 
( )
( )
0,
0,
1
1
r
d
Ct
rd
Ct
r d
ER
R E
+= +
r d
(
 
 
2. O bien a cualquier ciclo, sustituyendo Ct  y Ct  por “n”: 
 
), 0, 1n r r rR R E= + ( ), 0, 1 nd dE= +n n d y  R R  
 
Siendo la correspondiente normalización de este segundo caso: 
 
( )
( )
,0,
0, ,
1
1
n
n d rd
n
r n r d
R ER
R R E
+= +  
 
En el caso de que las eficiencias sean similares se pueden reformular las 
anteriores expresiones matemáticas de los puntos 1 y 2 como: 
 
( )0, 0,/ 1 Ctd rR R E D= + y  0, 0, , ,/ /d r n d n rR R R R=  ; con   r tCt Ct CtD = -
 
Cuando la ecuación  se aplica en el cálculo del nivel de 
expresión génica relativa a la muestra, se obtiene: 
( )0, 0,/ 1 Ctd rR R E D= +
 
( ), ,/ 1 CtN b N aR R E -DD= +  
 
Donde ,N aR  y ,N bR  son la 0R
D
 normalizada para las muestras a y b respectivamente y 
 es la diferencia de  entre ambas muestras. CtDD Ct
 
Estos autores destacan también el hecho de que cuanto menor sea la 
cantidad de ADN inicial, mayor será el error cometido por el método del  en 
la estima del mismo. En su trabajo aplican el método a un gen de referencia y un 
CtDD
gen diana con eficiencias de amplificación de 0,4 y 0,6 respectivamente. Ambos 
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valores distan considerablemente de 1 y no son semejantes entre sí. A pesar de 
que el método propuesto por estos autores aporta mejores resultados que los que 
mostraría el método del CtDD , cuando las eficiencias son más altas y próximas 
entre si, las diferencias entre ambos métodos se estrechan considerablemente. 
 
Tal y como se ha comentado anteriormente existen otros modelos de cálculo 
de la 
Los autores Čikoš y Koppel (2009) proponen un método que proporciona 
idéntic
eficiencia como el método LinRegPCR desarrollado por Ramakers y col. 
(2003) o bien el modelo propuesto por Liu y Saint (2002a) y Rutledge (2004). 
 
os resultados al formulado por Pfaffl (2001, 2002). Así, partiendo de la 
expresión: 
 
( ) xCtT 0 xX X 1+ E=  
 
 teniendo en cuenta que en el caso del método del “threshold” los valores de Ct de 
 
i se realiza una normalización con un gen de referencia tenemos: 
y
todas las muestras se calculan a partir del mismo umbral que hace constante el 
valor de TX , esto es, se asume que el producto de PCR es el mismo para todas las 
muestras, se puede considerar 1TX =  y reformular la ecuación anterior como: 
 
( )0 1 xCtxX E -= +  
S
 
( )
( )
1
1
d
r
Ct
d
N Ct
r
E
Q
E
-
-
+= +  
 
onde es la relación del gen diana (d) al gen de referencia (r). Otra posibilidad 
 
D  NQ
es realizar una normalización con un gen de referencia y una muestra control:  
 
( ) ( ), , , ,1 1d c d p r p r cCt Ct Ct CtN d rRER E E- -= + ⋅ +  
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con NRER  haciendo referencia a la cantidad del gen diana en una muestra 
En los métodos de esta sección, una vez calculada la eficiencia o bien si se 
consid
5.1.3 Cuantificación absoluta 
 
Tal y como se ha indicado previamente, en una cuantificación absoluta es 
necesa
problema normalizada en relación a un gen de referencia en una muestra control.  
 
era la eficiencia como 1, el único parámetro que se compara entre las 
muestras es el valor de Ct. 
 
rio realizar una recta patrón con estándares conocidos de ADN. El empleo de 
este método implica que tanto los estándares como las muestras problema deben 
tener la misma eficiencia de amplificación para un determinado fragmento de ADN. 
Esto no siempre se cumple y provoca que en muchos casos la cuantificación sea 
errónea. En la cuantificación absoluta se compara el valor del parámetro obtenido, 
bien con el modelo matemático pertinente o bien con el valor derivado del método 
“threshold Ct”, de una muestra problema con los valores de dicho parámetro de 
una recta patrón de cantidades conocidas de ADN. El número de copias o 
concentración de muestra se obtiene a partir de la siguiente ecuación en la que el 
parámetro se expresa como una función lineal del logaritmo de 0X . 
 
 y 0log
Ct aX
b
-=
 
Siendo 
1
log(1 )
b
E
-= + , 
tenemos: 
te -b pE 1 /10-= endien1 /1 10 1-- =  
( )/
0 10
Ct a bX -=  
 
utores como Čikoš y Koppel (2009) apuntan, como anteriormente se ha 
citado,
( ) ( ) 0
log 1
log
log 1 log 1
CtXCt X
E E
= -+ +
  y  =       a       +        b               x    
A
 que son varios los métodos existentes para la transformación de los datos 
de fluorescencia de un proceso de PCR a tiempo real en datos de cuantificación 
absoluta o relativa. Métodos que difieren principalmente en la función matemática 
y en el tipo de aproximación empleado para modelar los perfiles cinéticos de la 
PCR. Ninguno de los métodos descritos anteriormente es perfecto, ya que los 
resultados también dependen del tipo de equipo que se utilice, de los reactivos, del 
 56 
Introducción General 
fragmento a amplificar, es decir, diferentes variables de estado a tener en cuenta y 
que no siempre tiene el mismo peso en el proceso de la PCR. Es por ello que en 
cada caso ha de estudiarse cual es la mejor opción e incluso utilizar distintos 
métodos de cuantificación para la validación definitiva de los resultados. 
 
6.  TAXONOMÍA  Y  BIOLOGÍA  DE  LAS  MERLUZAS  (Familia 
Merlu
a familia Merlucciidae, a nivel taxonómico, constituye un conjunto muy 
proble
 
 
ura 14. Sistemática de los géneros Merluccius y Macruronus según los criterios de 
elson (1994) y Lloris y col. (2003). 
 
Subfamilia Macruroninae Subfamilia
cciidae) 
 
L
mático. En la actualidad no existe consenso entre especialistas taxónomos 
sobre su amplitud ni sobre sus relaciones filogenéticas. Esto se debe a las grandes 
similitudes morfológicas externas que presentan entre si las especies de los 
géneros de esta familia. A esta circunstancia también hay que añadir los intereses 
económicos que suscitan las pesquerías de las distintas especies de los géneros 
Merluccius y Macruronus, ya que las merluzas (genero Merluccius) y las merluzas 
de cola azul (género Macruronus) son especies de gran interés pesquero  y de gran 
valor comercial. 
 
Clase Actinopterygii 
Subclase Neopterygii
Fig
N
 Merlucciinae 
 
Orden Gadiformes 
Familia Merlucciidae 
Lyconodes 
 
Merluccius
Lyconus 
usMacruron
 
Nelson (1994) 
Lloris y col. 
(2003) 
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A continuación se detallan los aspectos más destacados de la biología y 
esquería de gran parte de las ep species de la familia Merlucciidae, descritos por 
Lloris 
ERO Macruronus, Günther 1873 
a existencia de dos especies, 
acruronus capensis y Macruron ae con dos subespecies: 
ribución 
geográfica en las aguas de Australia, Tasmania y Nueva Zelanda. 
 
 sitúa en aguas templadas o frías, entre 
s 200 y 800 m de profundidad, aunque pueden encontrarse a profundidades 
menor
 Nueva Zelanda en los años 70 y constituye la  
rincipal especie explotada por este país. Del mismo modo, a finales de los años 
70, la 
xistente acerca de la especie Macruronus capensis (Davies, 
1950) es escasa, ya que su descripción se basó únicamente en un ejemplar. Se 
conoce
y col. (2003) en su trabajo “Merluzas del Mundo”, el cual contituye una 
completa recolección de datos sistemáticos, biológicos y pesqueros de la familia 
Merlucciidae. 
 
6.1 GÉN
 
Dentro de este género se propone l
us novaezelandiM
 
Macruronus novaezelandiae novaezelandiae (Hector 1871) con dist
Macruronus novaezelandiae magellanicus (Lönnberg 1907) que se 
distribuye en aguas chilenas y argentinas. 
El hábitat de M. novaezelandiae se
lo
es. Su alimentación se basa en peces y crustáceos. La longitud común de 
esta especie es de 50 a 100 cm. 
 
Su pesquería se inició en
p
flota argentina inició su captura en las costas sudamericanas del Pacífico 
suroriental y en el Atlántico. La merluza de cola se comercializa en forma de filetes 
o bloques congelados. 
 
La información e
 poco sobre su distribudción geográfica, sólo es conocida en aguas 
sudafricanas, así como de su hábitat o biología. Se trata de una especie sin interés 
pesquero. 
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6.2 GÉNERO Merluccius, Rafinesque 1810 
 
cius es  muy amplia (figura 15). 
Presente a ambos lados del océ odo el Pacífico oriental; también 
hay un
mentalmente demersales que 
realizan migraciones circadianas en la columna de agua: durante el día 
perma
La distribución geográfica del género Merluc
ano Atlántico, en t
 registro puntual en el Pacífico occidental (Japón) y en el océano Índico (sur y 
sudeste de Madagascar). Asimismo, se encuentran en el mar Mediterráneo, mar 
Negro e incluso un registro aislado en el mar Rojo. 
 
Este género comprende especies funda
necen en el fondo y suben durante la noche buscando alimento. Su dieta 
consta de crustáceos durante la etapa juvenil y peces en la madurez. La mayor 
parte de las especies presentan un comportamiento caníbal. 
 
 
 
 
Figura 15. Di ca aproximada de las distintas especies de los géneros 
Merluccius y Macruronus. 
stribución geográfi
M. capensis 
M. paradoxus
M. hubbsi 
M. australis
M. gayi  
M. productus 
M. albidus 
M. bilinearis
M. merlucius  
M. senegalensis
M. angustimanus M. novaezelandiae
  
M. polli 
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6.2.1 Merluccius albidus, Mitchill 1818 
a merluza blanca se circunscribe al 
tlántico occidental, desde las costas de Estados Unidos, Golfo de México hasta la 
Guaya
iones se 
captura como especie acompañante en las pesquerías de M. bilinearis. Ningún país 
declara
rman 1899 
 
sos datos sobre su biología 
y háb t, principalmente porque no explotación comercial. Es 
conoci
 
ezelandiae se acepta la existencia 
de dos subespecies o poblaciones de la merluza austral:  
ya distribución se localiza 
en las aguas de Nueva Zelanda.  
 
La distribución de la comúnmente llamad
A
na francesa. Parte de su área de distribución se solapa con la de M. 
bilinearis. Habita sobre fondos blandos de 92 a 1.170 m de profundidad. Las 
capturas diurnas y nocturnas de esta especie no muestran diferencias significativas 
por lo que se considera que esta especie no realiza migraciones verticales 
circadianas, como es habitual en especies de este género. Por el contrario presenta 
una segregación batimétrica por clases de talla y sexo a partir de los 550 m de 
profundidad, donde sólo se capturan grandes hembras. La alimentación, 
inicialmente, se basa en crustáceos y a medida que va creciendo come más peces. 
La talla común es de unos 30 cm en los machos y 45 cm en las hembras. 
 
Esta especie es objeto de una pesquería local, no dirigida. En ocas
 a la FAO capturas de esta especie. 
 
6.2.2 Merluccius angustimanus, Ga
Se trata de una especie poco conocida, con esca
es objeto de ita
da con el nombre de merluza panameña y su distribución geográfica no es 
del todo clara, se supone que se distribuye desde las costas de Colombia, Panamá, 
México hasta el Golfo de California. Se encuentra en fondos de 80 a 500 m. De 
esta especie no se declaran capturas a la FAO, su captura es de carácter local. 
 
6.2.3 Merluccius australis, Hutton 1872 
Al igual que ocurre con la especie M. nova
 
Merluccius australis australis (Hutton 1872),  cu
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Merluccius australis polylepis  (Ginsburg 1954) distribuída por el extremo 
austral del cono sur americano. 
 
En general se encuentra a profundidades entre 500 y 900 m. La merluza de 
cola, el abadejo (Genypterus blacodes) y la polaca (Micromesistius australis) 
forman
ién es capturada como especie 
accesoria en pesquerías de otras especies. Este es el caso de la merluza argentina  
(Merlu
 
características. Por este motivo se comercializa preferentemente en forma de 
ejempl
 Merluccius biliniaris, Mitchill 1814 
 
stas atlánticas de Canadá hasta 
las Ba mas. Se ha registrado su rofundidades de entre  55 y 914 
m. En 
 
conoce a esta especie, comenzó siendo artesanal a mediados del siglo XIX y fue en 
los añ
 parte de su dieta. Es la especie más longeva del género llegando a los 30 
años y su longitud oscila entre los 30 a 100 cm. 
 
Aunque su pesquería es dirigida, tamb
ccius hubbsi) cuya distribución solapa en el Atlántico con la merluza austral. 
 
A nivel comercial se trata de una especie muy valorada por sus excelentes
ares frescos enteros, aunque también se puede encontrar como producto 
congelado. 
 
6.2.4
Su distribución geográfica va desde las co
presencia en pha
su alimentación destacan los crustáceos, en su fase juvenil, que se van 
sustituyendo por peces hasta los seis años, cuando su alimento básico son 
fundamentalmente clupeidos y bacalao pudiendo practicar el canibalismo. La talla 
común es de  37 cm, en el caso de los machos, y de 65 cm en las hembras. 
 
La pesquería de la merluza norteamericana, nombre común con el que se
os 40, cuando la introducción del arte de arrastre y la conservación con 
sistemas de frío, provocaron una intensa presión pesquera. Hoy en día forma parte 
de las principales pesquerías con mayor tradición a nivel mundial. Al igual que la 
merluza austral su comercialización es preferentemente con ejemplares enteros 
frescos, debido a su calidad, aunque también se puede encontrar congelada en 
distintas presentaciones. 
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6.2.5 Merluccius capensis, Castelnau 1861 
 
Esta especie, conocida como merluza del 
icos y cualitativos
Cabo, se asemeja, en distintos 
caracte es merísticos, morfométr , a las especies M. merluccius, 
M. par
pecies M. capensis y M. paradoxus constituyen la pesquería demersal 
básica de Sudáfrica. El inicio de esta pesquería data de los años 20 iniciada por 
arrastr
r
adoxus y M. senegalensis. Su distribución abarca desde la Bahía de Farta, en 
la costa de Namibia, hasta el cabo de Buena Esperanza; rodea el cabo Agulhas y se 
adentra en el Índico hasta Natal, en el cabo de Santa Lucía. Su área de distribución 
es compartida con la de la especie M. polli al norte y, parcialmente en zonas de 
profundidad de entre 200 y 400 m con el área de distribución de la especie M. 
paradoxus. Se trata de una especie demersal y bentopelágica de longitud entre 40 
y 60 cm, que realiza migraciones estacionales y verticales (durante el día presenta 
un comportamiento demersal y por la noche nectónico). Su distribución en 
profundidad es entre 50 y 500 m. Debido al solapamiento de M. capensis con M. 
paradoxus y a la dificultad que supone su separación por su semejanza, las 
capturas de ambas especies se declaran conjuntamente. A pesar de esto, se puede 
decir que la merluza del Cabo impera en Namibia y Sudáfrica pero en la costa oeste 
de Sudáfrica predominan las capturas de la merluza del Cabo de altura (M. 
paradoxus). 
 
Las es
eros sudafricanos. A patir de 1962 se incorporaron flotas extranjeras, entre 
ellas, la española. Debido a la elevada actividad de las flotas se recurrió a una 
gestión de la pesquería por parte de la comisión internacional para las pesquerías 
del Atlántico Sudeste (ICSEAF). En la actualidad tanto Sudáfrica como Namibia 
gestionan el recurso en las 200 millas frente a sus costas. La casi totalidad de las 
capturas se exportan a Europa, principalmente a España. Está considerada un 
producto con buenas características de calidad y se comercializa de diversas 
formas: producto fresco entero, congelado eviscerado y sin cabeza o congelado 
fileteado.  
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6.2.6 Merluccius gayi, Guichenot 1848 
 
ro, también se plantea la existencia 
de subespecies de la merluza
), población chilena. Presentan un 
comportamiento circadiano, durante la noche se dispersan por la columna de agua 
entre l
 peruanus (Ginsburg 1954) población peruana. Se localiza 
ntre los 100 y 500 m de profund dad y presentan una distribución latitudinal por 
clases
ntre ambas poblaciones existe una distancia de 1.300 Km y actuamente  
no está claro si se consideran dos subespecies o especies alopátridas  (Lloris y col. 
2003).
a pesquería de la población chilena comenzó en los años 40 practicada por 
flotas locales y aunque durante unos años fue explotada también por flotas 
extranj
 
a argentina, se distribuye por el 
Atlántico suroccidental, solapánd l este de las costas argentinas con la 
especie M. patagonicus y puede que con M. australis polypepis (Lloris y col. 2003). 
Al igual que otras especies de este géne
 del Pacífico sur.  
 
Merlucccius gayi gayi (Guichenot 1848
os 50 y 150 m de profundidad. También presentan cambios batimétricos 
dependiendo de la estación del año. Merluccius gayi gayi llega a solapar con M. 
australis polylepis. 
 
Merluccius gayi
e i
 de talla. La talla común en ambas subespecies se encuentra en torno a los 
50 cm. 
 
E
 
 
L
eras, en la actualidad es la flota chilena la que explota el recurso. Lo mismo 
ocurre con la población peruana, iniciada la captura en los años 70 por flota local, 
fue intensamente explotada por flotas extranjeras. En la actualidad se encuentra 
explotada exclusivamente por flotas peruanas. Se comercializa congelada, aunque 
en algunos casos, cuando es capturada en ciertas pesquerías de pelágicos se 
destina para la  producción de harinas de pescado. 
 
6.2.7 Merluccius hubbsi, Marini 1933 
Conocida comúnmente como merluz
ose  al sur y a
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Esta especie presenta migraciones verticales circadianas en busca de 
alimento, básicamente calamar argentino (Illex argentinus) y anchoíta (Engraulis 
anchoita). También tiene migraciones latitudinales y de profundidad dependiendo 
de la e
cie se 
inició en los años 50 por arrastreros argentinos. Desde 1970 se pesca 
conjun
Se describe su localización po stas de 
Norueg la especie M. senegalensis en 
las cos s de Marruecos. También s l mar Mediterráneo. Aquí cabe 
destac
o demersal y bentopelágico. Vive sobre sustratos blandos de fango a 
profundidades entre 50 y 370 m. Los ejemplares del Atlántico tienen como 
alimen
aparte de las flotas 
locales también han intervenido arrastreros españoles desde principios del siglo XX 
hasta 
stación. La talla común es de 50 cm en machos y 60 cm en hembras. 
 
La merluza argentina es un pilar importante en la producción pesquera de 
los países sudamericanos de la vertiente atlántica. La pesquería de esta espe
tamente con cierta cantidad de M. australis en las islas Malvinas. La merluza 
argentina se comercializa como producto fresco en Uruguay y Argentina y se 
exporta como producto congelado a la Unión Europea y EEUU. 
 
6.2.8 Merluccius merluccius, Linnaeus 1758 
 
r todo el Atlántico oriental, desde las co
a e Islandia hasta Mauritania, solapando con 
e distribuye por eta
ar la posible existencia de dos subespecies, Merluccius merluccius 
merluccius (Linnaeus, 1758) en el Mediterráneo suroccidental y Merluccius 
merluccius smiridus (Rafinesque, 1810) únicamente localizada en el Mediterráneo 
noroccidental. 
 
Al igual que otras especies de su género, la merluza europea posee un 
comportamient
to principal peces como la bacaladilla (Micromesistius poutassou) y los del 
Mediterráneo a peces clupeidos. La talla común es de 60 cm. 
 
En la pesquería de esta especie participan diversos países desde el norte de 
África hasta Islandia. En los caladeros de África occidental 
principios de 2000. En estos caladeros la merluza es capturada en 
pesquerías dirigidas pero también como captura accesoria de la pesca de 
cefalópodos y gambas. Desde 1950, en el Atlántico noreste dominan las flotas de 
 64 
Introducción General 
España, Francia y Portugal; en el Mediterráneo intervienen diversos países de la 
Unión Europea, mientras que en el Atlántico centro-oriental hasta 2000 dominaban 
las capturas realizadas por las flotas de España y Marruecos. En el Mar 
Mediterráneo la merluza es capturada por flotas de arrastre tradicionales, de 
carácter multiespecífico, en la que la merluza no es la única especie objetivo. La 
merluza europea, por su alta calidad y demanda, se comercializada casi en 
exclusiva en fresco como ejemplares enteros o fileteada. 
 
6.2.9 Merluccius paradoxus, Franca 1960 
 
La distribución de la merluza ltura, nombre común con el que 
se con ntico oriental, desde cabo Frío 
asta el sur del Banco Agulhas y en o hasta East London. Se trata de 
una es
asta el momento su distribuc e en una latitud 
cercan tlántica argentina 
y a la profundidad de 95 m. Se le ha mún de merluza 
patagó
 del Cabo de a
oce a esta especie, se circunscribe al Atlá
 el océano Índich
pecie demersal que vive sobre fondos fangosos a un profundidad de entre 
200 y 850 m. La talla común se situa entre los 40 y 60 cm. Pesquería: ver M. 
capensis. 
 
6.2.10 Merluccius patagonicus, Lloris y Matallanas 2003 
 
H ión geográfica se establec
a a Comodoro Rivadavia (45º30´S-65º30´W), en la costa a
bautizado con el nombre co
nica (Lloris y Matallanas 2003). Se desconoce su hábitat y su biología ya que 
hasta hace pocos años se confundía con la especie M. hubbsi. Su talla media se 
estima en 70 cm de longitud, pero son escasos los ejemplares de esta especie 
analizados. De igual modo su pesquería es desconocida hasta el momento por 
haber sido confundida con M. hubbsi y/o M. australis. 
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6.2.11 Merluccius polli, Cadenat 1950 
 
Se presume la existenci ecies de la merluza de Benguela: 
erluccius  polli  polli ), cuya distribución va desde Port 
Gentil, M. 
capensis y M. paradoxus. 
oincidiendo con M. senegalensis. 
 
Senegal y Gambia. En 
eneral se alimenta de pequeños peces, calamares y crustáceos, y su  talla común 
se sitú
is en su parte sur. Por si sola resulta una especie de 
escaso interés comercial. 
 
Esta especie, comúnmente de rluza del Pacífico norte, debe su 
nombr  oriental, desde Canadá hasta 
México (Golfo de Teuantepec). Vive as ema de la corriente de California 
y real
ría era local y costera y 
su destino era la obtención de harina de pescado. A partir de este año, y hasta 
finales
a de dos subesp
 
  (Cadenat 1950M
 Angola, hasta el norte de Namibia, solapándose con las especies 
 
Merluccius  polli  cadenati  (Doutre 1960) que se distribuye desde 
Mauritania hasta Liberia, c
Se trata de una especie demersal, entre 50 y 550 m de profundidad, 
aunque M. polli cadenati puede alcanzar los 1.000 m en 
g
a entre los 16 y 42 cm. 
 
Su explotación y comercialización es conjunta con la de M. senegalensis en 
su parte norte y con M. capens
6.2.12 Merluccius productus, Ayres 1955 
 
nominada me
e a su área de distribución en el Pacífico
ociada al sist
iza amplias migraciones para ocupar aguas septentrionales y menos 
profundas en otoño e invierno. Su talla común es de 60 cm. 
 
Es la especie comercial más abundante en la costa oeste de los EEUU y la 
Columbia Británica (Canadá). Antes del año 1966 la pesque
 de los años 80, se sumaron a su captura flotas de otros países. Durante ese 
tiempo las capturas americanas se destinaban a la fabricación de harinas de 
pescado y alimento animal, pero en países como la URSS se destinaba a consumo 
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humano. Se comercializaba congelada, previo eviscerado y descabezado o 
fileteada, para evitar el reblandecimiento del músculo que se produce en esta 
especie transcurridas entre 2 y 4 horas desde su captura, debido a los parásitos 
mixozoos que inducen la proteolisis del músculo. 
 
6.2.13 Merluccius senegalensis, Cadenat 1950 
 
La merluza del Senegal se dist tlántico oriental, desde las 
costas  con el área de distribución 
de M. merluccius y al sur solapa co enati. Especie demersal y 
batipel
eros norteafricanos por parte de la flota 
española. Entre las décadas de los años 60 y 70 se incorporaron la flota 
portug
ribuye por el A
 de Marruecos hasta cabo Roxo. Al norte solapa
n M. polli cad
ágica, vive preferentemente en fondos fangosos desde los 18 hasta 800 m, 
aunque es más abundante entre 100 y 600 m. Su talla común es de hasta 65 cm. 
Su pesca es dirigida aunque puede ser capturada como especie acompañante en 
las pesquerías de cefalópodos y gamba. Como cabría esperar, al solaparse sus 
áreas de distribución, sus pesquerías también se solapan. Esto hace que las 
capturas desembarcadas se confundan. 
 
 La pesquería de merluza en el Atlántico centro oriental se inicia a principios 
del siglo XX con la explotación de calad
uesa y otras flotas lejanas. A partir de esta fecha, con la declaración de las 
ZEE (zona exclusiva económica), se produce la disminución progresiva de las flotas 
lejanas y es desde 2000 cuando la explotación en esta zona se realizada 
exclusivamente por flotas locales.  
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6.3 INTERÉS COMERCIAL DE LAS DISTINTAS ESPECIES DE MERLUZA 
 
Es conocido que España se encuentra entre los países con un mayor 
consum tos 
en nuestro país es de 2 o 3 veces por semana. La merluza se encuentra entre los 
produc
dio del ejemplar adulto, textura del 
músculo, contenido lipídico, nivel de proteasas e infestación parasitaria. Ejemplares 
de peq
o de pescado y marisco. En concreto, el consumo medio de estos alimen
tos del mar más consumidos, le siguen el bacalao, el atún, el boquerón la 
gamba y el calamar. De hecho, especialmente España, pero en general Europa, 
constituye el principal mercado mundial de merluza, con unas importaciones 
próximas a las 700.000 toneladas anuales.  
 
El interés comercial de una merluza dependerá de su calidad, relacionada 
con características tales como: tamaño me
ueño tamaño y de textura blanda tienen un valor comercial bajo, ya que una 
textura blanda da lugar a que el pescado se dañe con más facilidad y ha de tratarse 
con más cuidado. Su captura y técnicas de procesado tienen que ser más 
cuidadosas, lo que implica un aumento del coste. Esto explica por qué tanto la 
merluza austral como la merluza europea, de mayor tamaño, textura firme, con 
poco contenido en grasa y bajo nivel de parasitosis, sean más apreciadas que 
especies como la merluza chilena o la merluza del Pacífico (tabla 2) (Sylvia 1995). 
Este amplio rango de características de las merluzas marca también un amplio 
rango de precios para las distintas especies, pudiendo alcanzar, ejemplares frescos 
de las especies más valoradas, un precio 35 veces superior a las de inferior calidad 
congeladas (Sylvia 1995). 
 
Tabla 2. Características comerciales de las principales especies de merluza. 
 
    ESPECIE NOMBRE COMÚN CALIDAD COMERCIALIZACIÓN 
    
M.  australis Merluza austral ra o fileteada M.  merluccius Merluza europea Excelente Fresca ente
    
M.capens
M. parado
is 
xus 
erluza del Cabo/ merluza del resca o congelada 
da 
M
Cabo de altura  Buena 
F
descabezada o filetea
    
M.  bilinearis Merluza norteamericana nvierno baja en verano descabezada o picada 
Buena en i Fresca o congelada 
    M. gayi 
M.  hubbsi 
M.  productus 
a 
erluza del Pacífico norte 
s 
ara rebozados o surimi 
Merluza del Pacífico sur 
Merluza argentin
M
Moderada/baja 
Congelada en distinta
presentaciones o picada 
p
Objetivos 
OBJ
 
enc cias de ADN mitocondrial y nuclear, de las 
distintas especies del género Merluccius, así como de otras especies 
filogenéticamente próximas, para su evaluación como soporte para el diseño de 
sistemas TaqMan de PCR a tiempo real.  
 
Diseño de sistemas TaqMan-MGB específicos de las especies más 
comerciales del género Merluccius y Macruronus a partir de las secuencias de los 
fragmentos de ADN que proporcionen la mejor localización de sitios polimórficos 
para el diseño de cada sistema. 
 
Describir los perfiles cinéticos de un proceso de PCR mediante la aplicación 
de tres ecuaciones sigmoideas y obtener parámetros para su tipificación que 
sustituyan al comúnmente empleado valor Ct. Posteriormente, optimizar las 
concentraciones de los cebadores y sondas de parte de los sistemas diseñados, así 
como determinar la eficiencia de los  mismos.  
 
Evaluar la capacidad identificativa de los sistemas TaqMan-MGB de PCR a 
tiempo real diseñados para las especies con mayor relevancia comercial. Asimismo, 
comprobar la eficacia de un sistema específico de la especie Merluccius merluccius 
en muestras comerciales. 
 
Evaluar la capacidad cuantitativa, tanto absoluta como relativa, de sistemas 
específicos del género Merluccius y Macruronus, así como para la especie M. 
merluccius, en mezclas modelo de distinta complejidad. 
 
 
 
 
 
 
 
 
ETIVOS 
Secu iar y recopilar secuen
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CAPÍTULO 1. ANÁLISIS DE SECUENCIAS DE ADN PARA EL 
DESARROLLO DE SISTEMAS DE IDENTIFICACIÓN 
 
1.1. INTRODUCCIÓN 
 
El diseño y desarrollo de un sistema TaqMan-MGB de PCR a tiempo real para 
la identificación taxonómica, requiere un análisis y estudio previo de las secuencias 
de ADN susceptibles de albergar dicho sistema. La elección de dichas secuencias 
dependerá de la dinámica mutacional, características termodinámicas y del nivel 
taxonómico para el cual se va a diseñar el sistema. De este modo se seleccionarán 
secuencias nucleotídicas de un gen o fragmento de ADN, mitocondrial o nuclear, 
con mayor o menor variabilidad nucleotídica.  
 
Hoy en día la obtención de secuencias de ADN no representa un problema  
para un laboratorio de biología molecular, ya que la técnica de secuenciación 
automática de ADN es desde hace años una técnica rutinaria implantada en la 
mayoría de estos laboratorios. Esto implica la posibilidad de obtener las secuencias 
en el propio laboratorio a un coste razonable o bien enviar las muestras a un 
laboratorio externo sin que ello suponga un coste elevado. Una de las grandes 
ventajas de los avances en esta técnica es el crecimiento exponencial de 
secuencias de ADN, de prácticamente cualquier organismo, en las bases de datos 
públicas internacionales. Prueba de ello son los más de 4.000 genomas completos 
existentes actualmente en la base de datos del Genbank. 
 
El hecho de que existan un gran número de secuencias mitocondriales, 
tanto completas como parciales en las bases de datos, se debe fundamentalmente 
a las características que presenta el ADN mitocondrial (ADNmt) (Avise 2004). Éste 
destaca por su pequeño tamaño, entre 16.000 y 17.700 pares de bases en los 
vertebrados, ser haploide, con escasa o nula recombinación, en la gran mayoría de 
las especies es de herencia materna y con un porcentaje de sustitución 
nucleotídica mayor que el ADN nuclear (Brown y col. 1979). Estas características lo 
hacen idóneo para su utilización en estudios filogenéticos a distintos niveles 
taxonómicos: especies, géneros e incluso en categorías taxonómicas superiores. 
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Por lo tanto, dichos estudios previos aportan gran información acerca de qué 
fragmentos de ADN pueden presentar mayor o menor variabilidad nucleotídica para
los distintos propósitos en el diseño de sistemas TaqMan y su posteri
 
or utilización 
n PCR a tiempo real. 
Varios autores (Russo y col. 1996; Zardoya y Meyer 1996) destacan los 
genes 
s presentan mayor complejidad de 
análisis, ya que el alineamiento de sus secuencias se dificulta con la existencia de  
alelos,
a, en la técnica de PCR 
cuantitativa, podría ser más adecuada que si se emplearan genes mitocondriales, 
ya que
e
 
mitocondriales que codifican para proteínas: ND4, ND5 y Citocromo b, como 
los mejores marcadores dentro de los genes mitocondriales, para la reconstrucción 
filogenética de vertebrados, y el gen ND4L como el gen con menor resolución. Por 
otra parte los genes 12S ARNr y 16S ARNr han confirmado su validez en estudios 
filogenéticos de categorías taxonómicas elevadas (Wiley y col. 1998).  
 
En contraposición, los genes nucleare
 familias génicas, al igual que con la existencia genes parálogos, genes de 
copia múltiple o con la presencia de secuencias intrónicas. Sin embargo, cada vez 
son más los genes nucleares que se secuencian para llevar a cabo estudios 
filogenéticos, fundamentalmente a niveles taxonómicos elevados ya que los genes 
nucleares de copia única tienen una tasa de evolución menor, al igual que una 
menor saturación nucleotídica (Brown y col. 1979). El hecho de que cada vez exista 
un mayor número de secuencias nucleares disponibles en las bases de datos 
públicas internacionales, facilita su utilización para la identificación de especies, al 
igual que ocurre con las secuencias mitocondriales. Cabe pensar que la utilización 
de genes nucleares, en concreto aquellos de copia únic
 el número de estos últimos va a depender de la variabilidad en el número de 
mitocondrias existentes en el tejido a analizar. 
 
En este capítulo se describe la obtención, análisis y evaluación de distintas 
secuencias de cuatro fragmentos de ADN  nuclear (ITS1, MSTN1, MLL y RAG1) y de 
seis mitocondriales (Kocher, SB, COI, CR, 12S y 16S) de distintas especies del 
género Merluccius, así como de otras especies de peces comerciales, para la 
localización de sitios polimórficos adecuados para el diseño de sistemas de 
detección para PCR a tiempo real.  
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1.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1.2.1 ESPECIES ANALIZADAS 
 
Se analizaron ejemplares de 25 especies de peces pertenecientes, casi en 
su tota
ol absoluto y 
a – 20 ºC. Asimismo, parte de las muestras de referencia fueron cedidas por 
museo
lidad, a las familias Gadidae y Merlucciidae (tabla 1.1). La procedencia de 
las muestras de músculo de los individuos analizados fue muy variable. Algunas 
muestras provenían del banco de tejidos del Instituto de Investigaciones Marinas 
(IIM-CSIC) conservadas a – 80 ºC. Otros provenían de instituciones o empresas 
colaboradoras en proyectos de investigación con el laboratorio de Bioquímica de 
Alimentos (IIM-CSIC) y cuya conservación fue a – 80 ºC o bien en etan
s, centros de investigación y universidades nacionales e internacionales. 
Dichas muestras se recibieron en etanol y se continuó su conservación en etanol 
absoluto a – 20 ºC hasta su utilización. 
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Tabla 1 , número (N) y procedencia de las muestras 
ecuenciadas.  
ESPECIE
.1. Nombre de las especies, código
s
 CÓDIGO N PROCEDENCIA 
O. Gadiformes    
F. Gadidae    
Brosme
Molva molva MMOL 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Pescanova (empresa pesquera) 
Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci s bilinearis MBIL 3 Natural History Museum and Biodiversity Research Center, University of  Kansas (EEUU) 
Merlucci s bilinearis MBIL 3 Fisheries and Oceans (Canada) 
Merlucci pensis MCAP 10 Marine and Coastal Management (Sudáfrica) 
Merlucci s capensis MCAP 5 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci s gayi MGAY 7 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci s hubbsi MHUB 8 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci s merluccius MMER 9 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci s paradoxus MPAR 10 Marine and Coastal Management (Southafrica) 
Merlucci s paradoxus MPAR 4 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci MPOL 8 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merlucci s productus MPRO 11 Northwest Fisheries Science Center (EEUU) 
Merlucci MSEN 10 Universidad de Oviedo 
O. Perciformes    
F. Nototheniidae    
Dissostichus eleginoides DELE 1 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
 brosme BBRO 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Gadus morhua GMOR 1 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Melanogrammus aeglefinus MAEG 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Merlangius merlangus MMERL 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Micromesistius poutassou MPOU 1 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Molva dypterygia  MDYP 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Pollachius pollachius PPOL 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Pollachius virens PVIR 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Theragra chalcogramma TCHA 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
Trisopterus luscus TLUS 1 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Trisopterus minutus TMIN 1 Dept. of Fish Quality,  BFEL (Alemania) 
F.  Merlucciidae    
Macruronus novaezelandiae MNOV 5 Isla Mar (empresa pesquera) 
Macruronus novaezelandiae MNOV 15 Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC (Vigo) 
Merluccius albidus MALB 8  Natural History Museum and Biodiversity Research Center, University of  Kansas (EEUU) 
Merluccius australis MAUS 2 
Merluccius australis MAUS 4 
u
u
us ca
u
u
u
u
u
u
us polli 
u
us senegalensis 
    
 
 EXTRACCIÓN DE ADN 
 
 utilizando aproximadamente 0,2 g de 
muestra de músculo congelado o conservado en etanol absoluto. La muestra se 
troceó minuciosamente con un bisturí estéril, se introdujo en un tubo de 
microcentrífuga de 1,5 mL, al que se le añadieron 860 μL de una disolución de 
S, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8), junto 
con 100 μL de tiocianato de guanidina 5M. A continuación se añadieron a cada 
1.2.2
La extracción de ADN se llevó a cabo
tampón de lisis (1% SD
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tubo 40 μL de proteinasa K (20 mg/mL), volviéndose a añadir otros 40 μL pasadas 
5 horas. Las muestras se incubaron toda la noche a 56 ºC con una agitación de 
m (Thermomixer com pp d  de la digestión, el ADN se 
 el kit Wizard DNA Clean-Up System (Promega) siguiendo las 
del fabricante. L ión de ADN de los extrac
tir de la absor  a 60
amente b te ión de 
xtracto ian  u
rciales “Q TM DNA assay kit, broad range” y “Quant-ItTM 
ssay Ki olecu r es del 
ncentración N d
valores cuant ativos aportados por los métodos de fluorescencia 
ión e nsa s 
CIÓN EN C A D LA
 5 fragmen eron m s 
AG1 y MST
ocher. E gm to
tGlu (extremo 3´)  y ar
igura 1.1) lle a  
-GoTM PCR beads” (GE Healthcare) en un volumen final de 25 
to Kocher fue amplificado por el cebador reverso H15149 AD: 5´ 
TTGTCC ´ m if
ol. (1989) y por el cebador directo L14735: 5´ AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTA 3´ 
modificado del cebador M14725 de Pääbo y col. (1988), con una concentración 
nal de cada uno de ellos de 0,24 μM y añadiendo a cada reacción 150 ng, 
aproxim
1000 rp pact, E en orf). Después
purificó con  
instrucciones a concentrac tos obtenidos se 
estimó a par bancia  2  nm. Paralelamente, y con objeto de 
cuantificar específic el ADN ica nario, se realizó una cuantificac
ADN presente en los e s med te na técnica fluorimétrica, utilizando para 
ello los kits come uant-It
PicoGreen® dsDNA A ts (M la Probes), siguiendo las indicacion
fabricante. La co  de AD e todas las muestras se ajustó a 12,5 ng/L, 
utilizando los it
para su posterior utilizac n los e yo de PCR a tiempo real. 
 
1.2.3 REAC ADEN E   POLIMERASA (PCR) 
 
Un total de tos fu  a plificados mediante PCR y denominado
Kocher, SB, MLL, R N1. 
 
Fragmento K ste fra en  de 465 pb abarca parte del gen que 
codifica para el ARN  p te del gen citocromo b (extremo 5´) del 
ADN mitocondrial (f . Para var  cabo la PCR se empleó el Kit comercial
“PuReTaqTM Ready-To
μL. El fragmen  
GCICCTCARAATGAYAT TCA 3 od icado del cebador H15149 de Kocher y 
c
fi
adamente, de ADN molde. Las condiciones de amplificación de este 
fragmento fueron: un ciclo de desnaturalización inicial a 94 ºC durante 5 min, 
seguido de 35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94 ºC durante 
40 s, una temperatura de emparejamiento de los cebadores de 55 ºC durante 1 
min 20 s y una temperatura de extensión de 72 ºC durante 1 min 20 s, con una 
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extensión final a 72 ºC durante 7 min y un posterior mantenimiento de las 
reacciones a 4 ºC.  
 
Fragmento SB. Este fragmento comprende 588 pb del extremo 3´ del gen 
citocromo b (figura 1.1). Para la obtención de los productos de PCR se empleó el kit  
comercial  “PuReTaqTM Ready-To-GoTM PCR beads” (GE Healthcare)  en un volumen 
final de 25 μL. Los cebadores SBH-15486 y SBL-14899 (Chapela y col. 2007), 
cuyas secuencias son: SBH-15486 5´-GCAGTTTCATKCAAGGGCCTTATT-3´ y SBL-
14899 5´-CCCTTTGTTGTTGCTGCTTTTACA-3´, se utilizaron a una concentración final 
de 1,2 μM, añadiendo a cada reacción 150 ng, aproximadamente, de ADN molde. 
Las condiciones de amplificación del fragmento SB fueron las siguientes: un ciclo 
de desnaturalización inicial a 94 ºC durante 5 min, seguido de 35 ciclos con una 
temperatura de desnaturalización de 94 ºC durante 30 s, una temperatura de 
mparejamiento de los cebadores de 55 ºC durante 30 s y una temperatura de 
extens  durante 7 min y 
un posterior mantenimiento de las reacciones a 4 ºC.  
 
aproximadamente, 150 ng de ADN. Las condiciones de amplificación fueron las 
e
ión de 72 ºC durante 40 s, con una extensión final a 72 ºC
 SBL-14899 
 
 
Figura 1.1. Esquema de la localización de los cebadores diseñados para la amplificación de los 
fragmentos del citocromo b. 
 
Fragmento MLL. Se amplificó parte del gen “mixed-lineage leukemia” 
(homologo del trithorax de Drosophila) con los cebadores MLL3124 y MLL3376 
(Caldas y col. 1998). A partir de las secuencias obtenidas se diseñaron los 
cebadores específicos de merluzas MLLMER1F: 5´-ATGAGGAGGATC TGCAGGCACA-
3´ y MLLMER2R: 5´-AGGATCTTGACCCTGGCTTTGG-3´ situados en zona exónica 
flanqueando el intrón 25a. Estos cebadores se emplearon a una concentración de 
1,4 μM en las reacciones llevadas a cabo con el kit comercial “PuReTaqTM Ready-
To-GoTM PCR beads” (GE Healthcare) en un volumen final de 25 μL, junto con, 
5´ 
L14735  
ARNtGlu Citocromo b ARNtThr 
H15149 AD  
3´ 
SBH-15486  
 78 
Capítulo 1 
siguientes: un ciclo de desnaturalización inicial a 95 ºC durante 10 min, seguido de 
40 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 95 ºC durante 40 s, una 
mperatura de emparejamiento de los cebadores de 50 ºC durante 40 s y una 
tempe
en las reacciones fue de 0,3 
M, añadiendo a cada reacción 150 ng, aproximadamente, de ADN molde. Las 
condic e amplificación fueron la es: un ciclo de desnaturalización 
inicial a 94 ºC durante 5 min, seguido de 35 ciclos con una temperatura de 
desnaturalización de 94 ºC durant  temperatura de emparejamiento de 
los cebadores de 64 ºC durante 45 s o bien de 62 ºC durante 1 min, y una 
a de extensión de 72 ºC durante 1 min 20 s o 1 min 40 s, con una
Fra
te
ratura de extensión de 60 ºC durante 3 min con una extensión final a 60 ºC 
durante 10 min y un posterior mantenimiento de las reacciones a 4 ºC. 
 
Fragmento RAG1. Se amplificó el intrón 2 del gen nuclear RAG1 
(recombination activating gene 1) de distintas especies del género Merluccius así 
como otras especies de gádidos. De la misma forma que para los otros fragmentos, 
para llevar a cabo la reacción de amplificación, se empleó el kit comercial 
“PuReTaqTM Ready-To-GoTM PCR beads” (GE Healthcare) en un volumen final de 25 
μL. Los cebadores utilizados se diseñaron flanqueando el intrón 2 del gen RAG1, 
según la organización de la secuencia de la especie Danio rerio (U71093). Cebador 
directo RAG1_1575F: 5´GAYGAACTGGARGCHTGATG3´ y reverso RAG1_2533R: 
5´ACATCTTGTGRTAC TGRCTGCAGCTVAG3´ (modificado del cebador Of2fu de 
Holcroft 2004). La concentración final de los mismos 
μ
iones d s siguient
e 50 s, una
temperatur  
extensión final a 72 ºC durante 7 min y un posterior mantenimiento de las 
reacciones a 4 ºC. 
 
gmento MSTN1. La caracterización del gen de la miostatina en la especie 
Sparus aurata, y la disponibilidad de la secuencia de  ARNm de Takifugu rubripes, 
permitieron el diseño de los cebadores conservados MyoIIFor1 y MyoIIIRev1 
(comunicación personal, J. Quinteiro) localizados en los exones 2 y 3, flanqueando 
el intrón 2 de dicho gen. Como resultado se obtuvo la secuencia parcial del gen de 
la miostatina para la especie Merluccius merluccius, a partir de la cual se 
diseñaron los nuevos cebadores para merlúcidos, MerMSTN1f (directo): 
5´TACGACGCGAGGGGCAACGAC3´ y MerMSTN2r (reverso): 5´GGCAGGAGCGGA 
GAGGGAGAAAG3´. Para llevar a cabo la PCR se empleó el Kit comercial “PuReTaqTM 
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Ready-To-GoTM PCR beads” (GE Healthcare) en un volumen final de 25 μL con una 
concentración final de los cebadores de 0,3 μM y añadiendo a cada reacción 150 
ng, aproximadamente, de ADN molde. Las condiciones de amplificación fueron las 
siguientes: un ciclo de desnaturalización inicial a 94 ºC durante 5 min, seguido de 
35 ciclos con una temperatura de desnaturalización de 94 ºC durante 1 min, una 
mperatura de emparejamiento de los cebadores de 65 ºC durante 40 s y una 
tempe
 (Gel Doc XR de BIO-RAD) para comprobar la amplificación. 
te
ratura de extensión de 72 ºC durante 1 min 30 s, con una extensión final a 
72 ºC durante 7 min y un posterior mantenimiento de las reacciones a 4 ºC. 
 
1.2.4  EVALUACIÓN  DE  LOS  PRODUCTOS  DE  PCR  MEDIANTE 
ELECTROFORESIS 
 
Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa (agarosa SeaKem-
FMC) al 4% en disolución tampón TAE (60 mM de Tris y 2 mM EDTA, pH 8.5) con 
una concentración de bromuro de etidio de 0,80 μg/mL. La separación 
electroforética se realizó en cubetas MINI-SUB CELL GD de BIO-RAD utilizando TAE 
como disolución tampón del electrodo con una concentración de bromuro de etidio 
de 0,5 μg/mL. En cada pocillo se cargaron 5 μL de producto de PCR mezclado con 
2,5 μL de tampón de carga (ABgene). En uno de los pocillos se cargó un marcador 
de pesos moleculares (una escalera de 100 pb de ABgene) incluyendo además un 
pocillo para el control negativo (cóctel de reacción sin ADN molde). Los geles se 
dejaron migrar entre 30 y 45 min a 100 V. Posteriormente, los geles se colocaron 
sobre un transiluminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con un sistema de 
fotodocumentación
 
1.2.5 PURIFICACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE PCR 
 
Una vez comprobada la correcta amplificación del ADN mediante 
electroforesis, los productos de PCR se trataron con el reactivo ExoSAP-IT 
(Amhersham Biosciences) para eliminar restos de dNTPs y ADN monocatenario. 
Para ello, los 20 μL restantes de producto de PCR se mezclaron con 3 μL de 
reactivo y se sometieron a un ciclo de 37 ºC durante 30 min y 80 ºC durante 15 min 
en un termociclador. 
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1.2.6 REACCIÓN DE SECUENCIACIÓN  
 
Las reacciones de secuenciación se prepararon en un volumen final de 10 
μL, incluyendo 2 μL de mezcla de reactivos del kit comercial “ABI Prism Big DyeTM 
1.1v Terminador cycle Sequencing ready Reaction Kit” (Applied Biosystems), 0,5  
2 μL de producto de PCR purificado, 1 μL del cebador correspondiente (directo o 
reverso) 6,4 mM y agua Mili-Q estéril hasta completar los 10 μL de volumen final de 
reacción. Las condiciones del termociclador para las reacciones de secuenciación 
fueron las siguientes: un primer paso de desnaturalización a 94 ºC durante 3 min, 
seguido de 25 ciclos de 10 s a 96 ºC, 5 s a 
urificaron utilizando un procedimiento de precipitación con 
tanol. Una vez purificados los productos de extensión se resuspendieron en 
formam
. Las 
olonias positivas se secuenciaron directamente a partir del producto de PCR 
obtenid
 
50 ºC y  4 min a 60 ºC. Los productos de 
dicha reacción se p
e
ida des-ionizada (Hi-Di Formamide de Applied Biosystems). Antes de cargar 
las muestras en el secuenciador se desnaturalizaron en un termociclador durante 3 
min a 94 ºC. La electroforesis se llevó a cabo en el secuenciador automático ABI 
PRISM 310 DNA Sequencer (Applied Biosystems). 
 
1.2.7 CLONACIÓN 
 
Los productos de PCR del fragmento MSTN1 se clonaron utilizando el kit 
comercial “TA Cloning® Kit” y células competentes de E. coli “One Shot® 
INVF´Competent Cells”, siguiendo las instrucciones del fabricante (InvitrogenTM). 
Se seleccionaron una media de 10 colonias positivas. Para comprobar la presencia 
del inserto correcto se realizó una PCR con los cebadores universales M13
c
o con dichos cebadores. 
La utilización del kit comercial “TA Cloning® Kit” y las células competentes 
de E. coli “One Shot® INVF´Competent Cells” incluyen los siguientes pasos: 
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1.2.7.1 Obtención de los productos de PCR del fragmento del gen MSTN1. 
ción tampón de carga (ABgene). 
os geles se dejaron migrar entre 45 min y 1 h a 100 V. Posteriormente, se 
colocaron sobre un transiluminador con luz ultravioleta y  se cortaron las bandas de 
interés con una hoja de bisturí estéril para cada una de las bandas, procurando que 
la cant
bo mediante la utilización del kit comercial “TA 
Cloning  Kit”. Para cada reacción de ligación se introdujo, en un tubo de 
microc
cto de 
CR y agua miliQ estéril hasta un volumen final de 10 μL. A continuación las 
acciones de ligación se incubaron a 14 ºC en un baño (MultiTemp® III, Pharmacia 
iotech) durante toda la noche. 
 
 
 
Se llevó a cabo la PCR del fragmento MSTN1 tal y como se indica en el 
apartado 1.2.3, a continuación se realizó la separación electroforética de los 
productos de PCR en un gel de agarosa al 4% para comprobar la existencia de una 
o más bandas de amplificación (en el caso de la existencia de dos alelos distintos o 
bandas inespecíficas). En el caso de obtener una única banda se procedió a la 
inserción del producto de PCR en el vector pCR®2.1 (paso 3). En el caso de la 
existencia de más de una banda se continuó con la extracción de las bandas de 
interés. 
1.2.7.2  Purificación  del  producto  de  PCR mediante  la  extracción  de  la 
banda de interés del gel de agarosa. 
 
Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa (agarosa SeaKem-
FMC) al 2% en disolución tampón TAE. En cada pocillo se cargaron 20 μL de 
producto de PCR mezclado con 5 μL de una disolu
L
idad de gel cortada fuera la mínima posible. A continuación se empleó el kit 
comercial “QIAquick® Gel Extraction Kit” (QUIAGEN), siguiendo las instrucciones del 
fabricante, para la elución del ADN.  
 
1.2.7.3 Inserción del producto de PCR en el vector pCR®2.1. 
 
La ligación se llevó a ca
®
entrífuga de 1,5 mL estéril, 1 μL del buffer de ligación 10X, 2 μL del vector 
pCR®2.1 (25 ng/μl), 1 μL de ligasa T4 DNA (4.0 Weiss units), 1-2 μL de produ
P
re
B
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1.2.7.4  Transformación  en  las  células  competentes  E.  coli  “One  Shot® 
INVF´Competent Cells”. 
SO4 10 mM y glucosa 20 mM), incluido en el kit “One Shot® 
INVF´
idamente se sembraron entre 50 y 150 μL 
de cada transformación en placas de agar LB con 50 μg/mL de kanamicina, en las 
que pr
 posterior “colony PCR”. 
 
PCR).  
 
. En cualquiera de los casos la concentración final 
de los cebadores fue de 0,3 μM. En último lugar, se resuspendió la muestra de la 
colonia en el cóctel de PCR. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 
 
Se pipetearon 2 μL de cada reacción de ligación en su correspondiente vial 
de células competentes, que previamente se dejaron descongelar en hielo, 
homogeneizando suavemente. Posteriormente se incubaron en hielo durante 30 
min, a continuación se introdujeron en un baño a 42 ºC durante 30 s y se retiraron 
rápidamente a un recipiente con hielo. A cada vial se le añadieron 250 μL de medio 
S.O.C. (2% triptona, 0,5% extracto de levadura, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl2 10 
mM, Mg
Competent Cells”. A continuación se incubaron a 37 ºC con agitación  
horizontal (300 rpm) durante 1 h. Segu
eviamente se habían extendido 40 μL de X-gal (40 mg/mL). Las placas se 
incubaron en estufa a 37 ºC durante toda la noche.  
 
1.2.7.5 Aislamiento de colonias positivas. 
 
Las placas se depositaron en una cámara fría a 4 ºC una hora antes de su 
lectura para observar con mayor claridad la diferencia entre las colonias azules, sin 
inserto, y las blancas, con presencia de inserto. Se seleccionaron una media de 10 
colonias con inserto por placa para la
1.2.7.6 PCR del fragmento M13 a partir de colonias (Colony 
Con objeto de comprobar la presencia del inserto se llevó a cabo una 
amplificación utilizando como ADN molde una muestra de la colonia recogida con la 
punta de una pipeta estéril. Los cebadores empleados fueron M13F: 
5´GTAAAACGACGGCCAG3´ y M13R: 5´CAGGAAACAGCTATGAC3´. Para llevar a cabo 
la PCR se empleó el Kit comercial “PuReTaqTM Ready-To-GoTM PCR beads” (GE 
Healthcare) en un volumen final de 25 μL o bien el reactivo BioMix (BIOLINE) en un 
volumen final de 50 μL o 25 μL
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un cicl
 desnaturalización de 94 ºC durante 1 min, una 
temperatura de emparejamiento de los cebadores de 50 ºC durante 40 s y una 
tempe
03) se realizó el cálculo de la 
iversidad nucleotídica (π), sitios polimórficos, distancias genéticas, aplicando el 
modelo Nei (1993), y la concentración 
nucleotídica de las secuencias. 
 
pítulo, la elección de 
s secuencias de ADN utilizadas para realizar el diseño de un sistema TaqMan-
MGB, , si el 
bjetivo es el diseño de un sistema capaz de identificar a nivel de especie han de 
elegirs
o de desnaturalización inicial a 94 ºC durante 5 min, seguido de 40 ciclos 
con una temperatura de
ratura de extensión de 72 ºC durante 1 min 30 s, con una extensión final a 
72 ºC durante 7 min y un posterior mantenimiento de las reacciones a 4 ºC hasta 
su purificación y secuenciación tal y como se ha descrito previamente.  
 
1.2.8  CORRECCIÓN,  ALINEAMIENTO  Y  CARACTERIZACIÓN  DE  LAS 
SECUENCIAS 
 
Las secuencias directas y reversas de los fragmentos amplificados se 
revisaron, emparejaron y corrigieron con la ayuda de los programas informáticos 
BIOEDIT (Hall 1999) y CLUSTALX (Thompson y col. 1997) para obtener las 
secuencias nucleotídicas completas de los mismos. Con la ayuda de los programas 
MEGA (Kumar y col. 2001) y DnaSP (Rozas y co. 20
d
 de sustitución nucleotídica de Tamura y 
1.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Como ya se ha indicado en la introducción de este ca
la
vendrá determinada por la aplicación final de dicho sistema. Por ello
o
e secuencias de un gen, o marcador molecular, cuya variabilidad 
interespecífica sea apropiada para la discriminación respecto a especies 
filogenéticamente cercanas. Por el contrario, si lo que se pretende es diseñar un 
sistema de identificación para un grupo taxonómico mayor, por ejemplo a nivel de 
género o superior, ha de elegirse un gen con un mayor grado de conservación que 
el necesario para la diferenciación de especies.  
 
En este trabajo se planteó la posibilidad de diseñar sistemas de 
identificación TaqMan-MGB a nivel de especie para aquellas pertenecientes al 
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género Merluccius, así como a nivel de género para la identificación de Merluccius 
y Macruronus. Para tal fin se obtuvieron secuencias parciales de distintos 
fragmentos de genes mitocondriales y nucleares para su posterior caracterización, 
esto es, obtener la concentración nucleotídica de las secuencias, las posiciones 
polimórficas, la diversidad nucletídica (π) y las distancias filogenéticas (Tamura-Nei) 
dentro y entre los grupos taxonómicos de interés. A continuación se detallan los 
sultados obtenidos para cada uno de los fragmentos analizados. 
ECUENCIAS MITOCONDRIALES 
 
 
 encuentra que no presenta una 
excesiva saturación nucleotídica que dé lugar a sustituciones nucleotídicas 
superp
re
 
1.3.1. S
Se analizaron secuencias obtenidas por el grupo de Bioquímica de Alimentos 
(IIM-CSIC) del gen citocromo b, tanto de un fragmento del extremo 5´ (fragmento 
Kocher) como de un fragmento de 588 pb del extremo 3´ (fragmento SB 3´), para 
las especies del género Merluccius y Macruronus, así como de otras especies de 
gádidos. Asimismo, se estudiaron diferentes secuencias parciales de los genes 
citocromo oxidasa I (COI), 12S ARNr, 16S ARNr y de la región control del ADN 
mitocondrial de las especies del género Merluccius y de distintos gádidos obtenidas 
del GenBank (tabla 1.2). 
 
1.3.1.1. Citocromo b 
Como ya se ha comentado anteriormente, el citocromo b (1.140 pb de 
tamaño medio en vertebrados) es uno de los genes mitocondriales más utilizados 
en estudios filogenéticos o poblacionales. En el GenBank se encuentran más de 
160.000 secuencias del gen citocromo b de vertebrados, entre parciales y 
completas. Este elevado número de secuencias se debe, en gran parte, a la 
tradicional disponibilidad de cebadores universales (Kocher y col. 1989) que 
permiten su amplificación, así como, a la facilidad de alineamiento de dichas 
secuencias.  
 
Entre las características de este gen se
uestas (Meyer 1994; Moritz y col. 1987), y ello hace del mismo un buen 
marcador molecular para estudios filogenéticos a distintos niveles taxonómicos (p. 
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e. Cantatore y col. 1994; Farias y col. 2001; Johns y Avise 1998; Kartavtsev y col. 
2007; Reed y col. 2002; Teletchea y col. 2006, etc).  
 
Por lo tanto, teniendo en cuenta la gran disponibilidad de secuencias de 
dicho gen en las bases de datos, la existencia de cebadores universales, así como 
la facilidad de diseño de cebadores específicos, hace que sea un buen marcador a 
considerar para el estudio de posibles sistemas para PCR a tiempo real. 
 ADN de distintos individuos  de 11 
especies del género Merluccius, 13 especies del orden Gadiformes y una especie 
del or
ló la distancia filogenética Tamura-Nei para las especies 
el género Merluccius así como para las restantes especies del taxón Gadiformes, 
obteniendo unos valores de 0,089 y 0,197 respectivamente. Igualmente se estimó 
la distancia filogenética Tamura-Nei entre el grupo constituido por el género 
Merluc
egión de los cebadores (541 pb), es de: T: 28,8%; C: 32,7%; A: 24,2%; 
G: 14,4%. Estas secuencias presentaron 212 sitios polimórficos con 296 
mutaci
 
Para el fragmento Kocher se secuenció el
den Perciformes, Dissostichus eleginoides (tabla 1.2). El tamaño de las 
secuencias analizadas es de 402 pb (figura 1, anexo), ya que para la 
caracterización de las secuencias se eliminó la secuencia correspondiente a los 
cebadores, al igual que la parte de la secuencia perteneciente al ARNtglu. De las 
402 posiciones nucleotídicas, 171 corresponden a sitios polimórficos con 248 
mutaciones. La concentración nucleotídica media para estas secuencias fue de: T: 
30,4%; C: 28,8%; A: 24,9%; G: 15,9% con una diversidad nucleotídica (π) de 0,163. 
Del mismo modo se calcu
d
cius y el grupo formado por las especies Gadiformes no Merluccius, 
presentando un valor de 0,253. 
 
Para el fragmento SB, correspondiente a 588 pb del extremo 3´del 
citocromo b, se obtuvieron diversas secuencias para la totalidad de las especies del 
género Merluccius y la mayoría de las especies representantes de la familia 
Gadidae (tabla 1.2). La concentración nucleotídica media de estas secuencias, 
eliminada la r
ones (figura 2, anexo), número ligeramente superior al presentado por el 
fragmento Kocher. La diversidad nucleotídica (π) calculada para dichas secuencias 
es de 0,154, siendo las distancias filogenéticas Tamura-Nei dentro de grupo 0,091 
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y 0,154 para Merluccius y Gadiformes respectivamente. La distancia calculada 
entre ambos grupos corresponde al valor de 0,248. 
 
ción de los 
genes mitocondriales. La longitud de esta región es muy variable, entre 200 y 
4.100 
ento de estas secuencias presenta un elevado 
número de posiciones polimórficas, 180, con 267 mutaciones. Consecuentemente 
la dive
 
1.3.1.2 Región Control 
 
La región control es la zona no codificadora del ADN mitocondrial. Como su 
nombre indica, se trata de la zona de control de la transcripción y replica
pb (Meyer 1993), como consecuencia de la existencia de repeticiones en 
tándem. En general se puede hacer una división de esta región en tres dominios. 
Un dominio central, cuya secuencia nucleotídica es conservada, y dos dominios, el 
izquierdo y el derecho, con una mayor variabilidad nucleotídica. La tasa de 
sustitución nucleotídica en el dominio izquierdo puede variar en un  orden de 
magnitud (Wakeley 1993). Debido a estas características, esta región del ADN 
mitocondrial es elegida habitualmente para estudios a nivel poblacional, al igual 
que para el estudio de relaciones filogenéticas entre especies evolutivamente 
cercanas.  
 
En este trabajo se han recopilado y caracterizado diversas secuencias 
parciales, con un tamaño medio de 405 pb (figura 3, anexo), del dominio izquierdo 
de la región control para las 11 especies del género Merluccius y otras especies de 
gádidos (tabla 1.2), cuya concentración nucleotídica es: T: 32,1%; C:24,7%; 
A:30,5%; G:12,7%. El alineami
rsidad nucleotídica (π) también es alta, 0,177. Del mismo modo, las 
distancias Tamura_Nei calculadas para las especies del género Merluccius y las 
restantes especies no Merluccius presentaron unos valores de 0,110 y 0,159 
respectivamente. La distanica entre grupos es igualmente elevada 0,683. 
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1.3.1.3 Genes codificadores del 12S ARNr y 16S ARNr 
 
Los genes que codifican para los ARN ribosómicos, 12S ARNr y 16S ARNr, se 
han utilizado con gran frecuencia en estudios filogenéticos de niveles taxonómicos 
levados (Sparks y Smith 2004; Lavoué y Sullivan 2004; Li y Ortí 2007) debido a 
que, d
4,6%; C: 24,7%; A: 27,9%; G: 22,8% la de las secuencias del gen 16S 
ARNr y T: 22,0%; C: 25,2%; A: 29,2%; G: 23,6% la del 12S ARNr. Del mismo modo, 
las dis
taciones 
e las secuencias 12S ARNr. 
e
entro de los genes mitocondriales no codificadores de proteínas, presentan 
una baja tasa de evolución. Sin embargo, estos genes también se emplearon en 
metodologías  de identificación de especies de organismos marinos (Di Finizio y col. 
2007; Chapela y col. 2002; Kochzius y col. 2008, Jérôme y col. 2008).  
 
En el estudio que nos ocupa, se han recopilado diversas secuencias, tanto 
del gen 16S ARNr como del 12S ARNr, de la base de datos Genbank para casi la 
totalidad de las especies del género Merluccius y de las especies seleccionadas de 
la familia Gadidae (tabla 1.2). La longitud media de las secuencias analizadas es 
de 330 pb para el gen 12S ARNr y de 515 pb para el gen 16S ARNr. La 
concentración nucleotídica de las secuencias de los dos fragmentos es muy similar, 
siendo: T: 2
tancias filogenéticas Tamura-Nei calculadas para los grupos Merluccius y no 
Merluccius resultaron ser muy similares, 0,020 (Merluccius) y 0,066 (no 
Merluccius) para el gen 16S ARNr y 0,018 (Merluccius) y 0,062 (no Merluccius) 
para el gen 12S ARNr. Sin embargo, la distancia entre grupos es significativamente 
superior en el gen 12S ARNr, con un valor de 0,138, mientras que el valor para el 
gen 16S ARNr es de 0,093. Asimismo, la diversidad nucleotídica de las secuencias 
del  12S ARNr es ligeramente superior a la presentada por las secuencias del 16S 
ARNr, 0,077 y 0,055 respectivamente. Por el contrario, y debido al mayor tamaño 
de las secuencias del 16S ARNr, el número de sitios polimórficos es superior en 
este último fragmento, 123 con 142 mutaciones frente a los 67 y 88 mu
d
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 89
ara este estudio se obtuvieron secuencias del Genbank de este marcador 
de gra
1.3.1.4 COI (Subunidad I de la Citocromo C oxidasa) 
 
Los genes de las subunidades de la citocromo C oxidasa, junto con el 
citocromo b, son los genes más conservados dentro de los que codifican para un 
producto proteico (Meyer 1993). En la actualidad el gen COI constituye el marcador 
molecular estándar para la iniciativa “Fish Barcoding of Life” (FISH-BOL), con el fin 
de proveer de un identificador molecular de un gran número de especies en un 
amplio rango taxonómico (Ward y col. 2009). 
 
P
n parte de las especies de merluzas (género Merluccius) y de la mayoría de 
las especies seleccionadas de la familia Gadidae (tabla 1.2). El tamaño de las 
secuencias analizadas es de 390 pb (figura 4, anexo), perteneciente a la región 
central del gen, ya que se localiza entre la posición 718 y 1.107 de una secuencia 
de 1.550 pb del gen COI de la especie Merluccius merluccius (DQ174012). La 
concentración nucleotídica media es de: T: 29,4%; C: 25,3%; A: 25,6%; G: 19,7%, 
presentando 116 sitios polimórficos con 176 mutaciones. La diversidad 
nucleotídica (π) calculada para dichas secuencias es de 0,133. Los valores 
corresponcientes a la distancia filogenética Tamura-Nei para los dos grupos 
taxonómicos seleccionados son de 0,077 para el género Merluccius y 0,150 para el 
grupo formado por las restantes especies Gadiformes, mientras que el valor entre 
ambos grupos es de 0,195. 
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Tabla 1.2. Secuencias mitocondriales (haplotipos) analizadas para la localización de posibles sistemas TaqMan-MGB. El código alfanumérico corresponde a 
secuencias del GenBank y las numeradas a las secuenci
Especie KOCHER SB CR 12S 
adas para este trabajo.
COI 16S 
       
Merluccius albidus 3 2 AY85069 4000 
Merluccius australis 1 1 AY85069 4001 
Merluccius bilinearis 2 5 AY85069 7 , 4002 
Merluccius capensis 8 9 AY85071 4004 2 2 
Merluccius gayi 5 3 
AY85070
AY85070
7 4005 2 4 
Merluccius hubbsi 6 1 
AY85070
AY850704, AF1
 4006 2 7 
Merluccius merluccius 5 4 
AY850713, AY8
AY850717, AF1
7 4008 33 
Merluccius paradoxus 2 1 AY85072 AF1 EU418256 4010 
Merluccius polli 6 2 
AY850718, AY8
AY850722, AF1
4011 
Merluccius productus 4 3 AY85069 AF1
 
4013 
Merluccius senegalensis 2 1 AY85071 AF1 4014 
Macruronus novaezelandiae 2 - - 4007 
Brosme brosme  1 - - 
Dissostichus eleginoides 1 - - 
Gadus morhua 1 1 U12063 9716 
Melanogrammus aeglifinus 1 1 U12066 DQ174006 9717 
Merlangius merlangus 1 1 - DQ174008 0496 
Micromesistius poutassou 1 - AY850726, AY8 7 2451 
Molva dypterygia 1 1 - 
Molva molva 1 1 - DQ174021 
Pollachius pollachius 1 1 - DQ174025 
Pollachius virens 1 1 U12069 DQ174027 6945 
Theragra chalcogramma 1 1 - 2308 8
Trisopterus luscus 1 - - DQ174030 - - 
Trisopterus minutus 1 - AY850730, AY850731 DQ174032 AY845395 AY862159 
8, AY850699, AF112248 - DQ27
5, AY850696, AF112246 - DQ27
4, AF112245 DQ1 4009 DQ174010 DQ27
1, AF112251 - DQ27
5, AY850706, AY850707, AY850708 
9, AY850710, AF112249 
DQ1 4011 DQ27
0, AY850701, AY850702, AY850703  
12250 
EU418253 DQ27
50714, AY850715, AY850716 
12253 
DQ1 4012, DQ174013 DQ27
3, 12255 DQ27
50719, AY850720, AY850721 
12254 
- DQ27
7, 12247 
DQ174014, DQ174015, 
EU376955
DQ27
2, 12252 - DQ27
- DQ27
DQ173988 - 
- - 
- AM48
AM48
DQ02
50727 DQ1 4018 AY84
- - 
- 
- 
DQ35
- AB18
DQ274018 
DQ274019 
DQ274021 
DQ274023, DQ 7402
DQ274025, DQ 7402
DQ274026, DQ 7402
DQ274034,  DQ2740
DQ274035 
DQ274037 
DQ274039 
DQ274040 
DQ274028 
- 
- 
AM489716 
AM489717 
DQ020496 
AY850366 
- 
- 
- 
DQ356945 
AB18230  
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1.3.2. SECUENCIAS NUCLEARES 
 
Las secuencias de ADN nuclear, que se han seleccionado para realizar la 
evaluación de posibles sistemas pecíficos de las distintas especies de merluzas, 
pertenecen a distintos genes descritos en la bibliografía como genes de cop
única n  c ia ic o o a e
resto del genoma, otro fragmento con una similitud superior al 50% (Li y col. 2007), 
tales como los genes “Mixed-Lineage leukemia” (MLL), “Recombinase activating 
gene 1” (   d a m s ina (MSTN1). Tal y como se ha mencionado 
anter m e ón  g e u ar  oncr copia ú
debería proporcionar una cuantificación por R a tiempo real más exacta que si se 
utilizara un gen mitocondrial, ya que la mayor o menor cantidad de ADN 
mitocondrial p ente en una m stra depe erá de la variabilidad en el número 
de mitocondrias existentes en el tejido muestra. Por lo tanto, la elección de los 
genes RAG1, MLL y M N1  h  c  la ex tiva d  en el caso  lo n 
ellos sistemas TaqMan-MGB, poder utilizarlos no sólo en identificación sino 
también para metodologías de cuantificación. 
 
En este apartado también se ha contemplado el análisis de secuencias del 
1 (Internal Transcribed Spacer 1), a pesar de no tratarse de un gen de copia 
ca. La i  gmento de ADN ara especies 
merluz m e s con anteriorid  en trabajos 
identi  
a co
1.3.2.1. Secuencias MLL 
 una proteína de 4.498 aminoácidos 
lucrada en el desarrollo de la leucemia. Dicho gen presenta zonas altamente 
servadas e rtebrados y a ido ut a  ud enéti  d
ósteo  ta nó ca e ad ( i  La
liv  m tivo ue le  an a
ci p bil d  n tr
ntificación y cuantificación del género Merluccius. 
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n las especies de merluzas consideradas (género Merluccius) y especies 
relacio
nucleotídica (0,047) al igual que la 
distancia filogenética Tamura-Nei para las especies del género Merluccius (0,030). 
Hecho
un marcador nuclear alternativo para la búsqueda 
e sistemas TaqMan-MGB específicos de especies comerciales de merluzas, se 
realizó
o de los genes de copia única 
E
nadas, se amplificó correctamente parte del gen MLL con los cebadores 
MLL3124 y MLL3376 (Caldas y col. 1998). En base a las secuencias obtenidas se 
diseñaron los cebadores específicos de merluzas MLLMER1F y MLLMER2R. Estos 
cebadores flanquean el intrón 25a de 80 pb, aproximadamente, que separa los 
exones 25a y 25b (Caldas y col. 1998). En la tabla 1.4 se muestran las secuencias 
obtenidas con dichos cebadores. El tamaño medio de las mismas es de 385 pb 
(figura 5, anexo), siendo la mayor parte zona exónica aunque se integra por 
completo al intrón 25a.  La composición nucleotídica media de estas secuencias es 
de: T: 17,5%; C: 21,7%; A: 31,6%; G: 29,2%. Presenta escasas posiciones 
polimórficas, 51, con 52 mutaciones. Por el contrario destaca la presencia de 
inserciones/deleciones debidas, fundamentalmente, a la existencia de repeticiones 
en tándem de los trinucleótidos ACC y GGA. Asimismo, la distribución de los 
nucleótidos no es muy homogénea, ya que destaca la presencia de As y Ts en 
repeticiones de tres o cuatro nucleótidos a lo largo de la secuencia. Estas 
secuencias presentan una baja variabilidad 
 esperado al tratarse de un gen con zonas altamente conservadas en 
vertebrados. Para este fragmento únicamente se obtuvieron tres secuencias de dos 
especies no Merluccius, por lo que no se calculó la distancia dentro del grupo no 
Merluccius, pero sí entre grupos, aportando un valor de 0,118. 
 
1.3.2.2. Secuencias RAG1 
 
Con el fin de contar con 
d
 una búsqueda en el GenBank de las secuencias parciales y completas 
disponibles del gen RAG1 para especies de peces comerciales.  
 
El gen RAG1 codifica para uno de los componentes de la recombinasa, 
involucrada en la recombinación V(D)J de los genes de las inmunoglobulinas y de 
los genes de los receptores de los linfocitos T. La elección de dicho gen para el 
diseño de sistemas TaqMan-MGB se debe a que es un
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utilizados para reconstrucciones filogenéticas a distintos niveles taxonómicos en 
los vertebrados (Holcroft 2004; Li y Ortí 2007; Rüber y col. 2004). Presenta varias 
propiedades que lo hacen útil para dichos propósitos como es una composición 
nucleotídica bastante estática, raramente presenta deleciones o inserciones y con 
una escasa o nula saturación, incluso en la tercera base del codón. Por estas 
características dicho gen podría albergar un sistema específico de género. 
 
En la base de datos GenBank se localizaron las secuencias completas de 4 
especies de peces para este gen, así como de distintas secuencias parciales (tabla 
1.3).  
Tabla 1.3. Secuencias completas y parciales de peces del gen RAG1  
 
Especie Acceso Genbank Tamaño (pb) 
   
                Secuencias completas 
Carassius auratus EF186007 5.141 
Ctenopharyngodon idella EF178284 4.582 
Danio rerio U71093 4.244 
Oncorhynchus mykiss U15663 3.888 
               Secuencias parciales 
Alosa sapidissima DQ912116 1.491 
Anchoa delicatissima DQ912108 1.467 
Anchoa hepsetus DQ912112 1.467 
Anchoa mitchilli DQ912113 1.467 
Colia nasus DQ912123 1.467 
Engraulis encrasicolus DQ912103 1.467 
Engraulis mordax DQ912109 1.467 
Merluccius albidus AY308787 1.493 
 
Evaluada la presencia de polimorfismos en las secuencias del gen RAG1, 
encionadas anteriormente, se diseñó la pareja de cebadores: RAG1_1575F y 
RAG1_
la PCR para dicho 
fragmento, se obtuvieron las secuencias para las especies Merluccius australis, 
Merluc
m
2533R a partir de la secuencia completa de la especie Danio rerio 
(U71093). Estos cebadores se situaron en regiones conservadas del exón 2 
(cebador directo) y del exón 3 (cebador reverso), flanqueando de este modo el 
intrón 2 (figura 1.2). Una vez optimizadas las condiciones de 
cius capensis, Merluccius gayi, Merluccius hubbsi,  Merluccius merluccius, 
Merluccius paradoxus, Merluccius senegalensis, Gadus morhua, Macruronus 
novaezelandiae, Pollachius virens, Pollachius pollachius y Theragra chalcogramma. 
Los tamaños de los productos de PCR obtenidos variaron sustancialmente entre 
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700 y 1.000 pb. No se pudo obtener la secuencia completa de algunos productos 
de PCR ya que en determinadas posiciones de las secuencias aparecieron 
repeticiones del nucleótido C que impidieron el registro de la secuencia desde esa 
posición en adelante. Por este motivo, el rango de tamaño de las secuencias 
analizadas osciló entre los 402 pb, de la especie Merluccius paradoxus, y los 894 
pb de la especie Pollachius pollachius.  
 
 
 
igura 1.2. E el gen RAG1 de la esp  (U71  F: 
cebador dire ard) y R: cebador reve
 
 El al s secuencias una longitu l de 1.095 pb 
(figura 6, a ios com cuencia d diferencias de 
tamaño ori abilidad en eticiones “Cs”. La composición 
nucleotídica media de las secuencias es de: T: 30,4%; C: 28,2%; A: 23,5%; G: 
17,9% con ables y 67 es. El con de Cs real se 
supone superior al 28,2% calculado, ya q nos casos  pudo obtener 
la totalidad de la sec iones de nucleótido. La 
distribución nucleotídica no es del todo homogénea, fundamentalmente, para los 
nucleótiodo n gran conten  
termedia como al final de las secuencias, al igual que la presencia de 
repetic
 
 E2 E 3E1
I1 I2
F squema d
cto (Forw
ecie Danio rerio
rso (Reverse). 
093). E: Exón; I: Intrón,
ineamiento de la  presenta d tota
nexo) con 789 espac o consen e las 
ginadas por la vari  las rep
63 posiciones vari  mutacion tenido 
ue en algu  no se
uencia debido a las repetic dicho 
s C y T. Existe u ido de repeticiones Cs tanto en la zona
F
R
in
iones de 4 o más nucleótidos a lo largo del alineamiento. Este último hecho 
se repite del mismo modo para las Ts.  
 
La diversidad nucleotídica (π) para las secuencias RAG1 se estimó en un 
valor de 0,078, mientras que las distancias filogenéticas Tamura-Nei para las 
especies del género Merluccius, así como para las restantes especies del grupo no 
Merluccius, es de 0,020 y 0,21 respectivamente. La distancia entre grupos es de 
0,171. 
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1.3.2.3 Secuencias MSTN1 
 
La miostatina es un potente regulador negativo del crecimiento del músculo 
esquelético en mamíferos, miembro de la superfamilia del factor β transformador 
del crecimiento (TGF-β). Fundamental en la regulación del desarrollo embrionario y 
en el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos en adultos. Sin embargo, en 
eces, la expresión de la miostatina no está limitada únicamente a este tejido 
stbye y col. 2001; Roberts y Goetz 2001; Maccatrozzo y col. 2001, Kocabas y col. 
002). la mayoría de los teleosteos existen dos isoformas de la miostatina: I y II 
y col. 200 stbye y col. 2001; Roberts y Goetz 2001; Rodgers y col. 2007). 
os ADNc de ambas isoformas presentan una homología de secuencia nucleotídica 
minoácidos de los ortólogos de MSTN en distintos vertebrados (Rodgers y Weber 
60 pb (figura 7, anexo), presenta 111 sitios 
ariables con 120 mutaciones y 800 espacios. La concentración nucleotídica 
media 
iento. Las secuencias MSTN1 presentan una escasa diversidad 
ucleotídica de 0,045 tal y como se esperaba para este gen en vertebrados. 
p
(Ø
2 En 
5; Ø(Kerr 
L
en torno al 93%. Existe un alto nivel de conservación en la secuencia de 
a
2001; Kocabas y col. 2002). Por este motivo el gen de la MSTN1 resulta de interés 
para su utilización en diseño de sistemas de PCR a tiempo real a nivel taxonómico 
de género o familia. 
 
Se secuenció el intrón 2 del gen de la miostatina en diversos individuos de 
las especies del género Merluccius, previa clonación de los productos de 
amplificación de la PCR, con el fin de localizar posiciones polimórficas de género 
(tabla 1.4). La longitud media de las secuencias fue de 960 pb aunque el rango de 
tamaños abarca desde los 820 pb de la secuencia MSEN11(1) hasta los 1.036 pb 
de la secuencia MPAR(S)1_4. Este rango de tamaños se debe fundamentalmente a 
las diferencias existentes en el número de repeticiones del dinucleótido CA. El 
alineamiento de las secuencias, de 1.2
v
es de: T: 24,5%; C: 24,3%; A: 28,8%; G: 22,4%. Al igual que ocurre con las 
secuencias del gen RAG1, La distribución de nucleótidos no es del todo 
homogénea, ya que existen zonas donde se concentra una importante número de 
Gs, al igual que se localizan repeticiones de 3 o más nucleótidos A a lo largo del 
alineam
n
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Tabla 1 tenidas en el desarrollo de este trabajo así como 
seleccionadas del Genbank, analizadas para la localización de posibles sistemas TaqMan-
MGB. 
 
.4. Secuencias nucleares, ob
Especie MLL RAG1 MSTN1 ITS1 
     
Merluccius albidus - -  - AY323940 
Merluccius angustimanus - -  - AY323939 
Merluccius australis 1 1  - AY323943 
Merluccius bilinearis 3 -  - AY323944 
Merluccius capensis 1 3 10 AY323941 
Merluccius gayi 1 1   5 AY323946 
Merluccius hubbsi 2 1   6 AY323945 
Merluccius merluccius 5 2 10 AY323942 
Merluccius paradoxus 2 1 13 AY323938 
Merluccius polli 2 -   9 AY323937 
Merluccius productus 4 -   4 AY323947 
Merluccius senegalensis 1 1 10 AY323936 
Gadus morhua 
Macruronus
- 1  - AY323948 
 novaezelandiae 2 -   1 - 
Micromesistius poutassou 1 -  - - 
Pollachius viren
Pollachius pollachius - 1  - - 
s - 1  - - 
Theragra chalcogramma - 1  - - 
 
ternal 
anscribed spacers). Estas regiones presentan una alta variabilidad nucleotídica, lo 
que las hace especialmente indicadas para llevar a cabo estudios filogenéticos de 
1.3.2.4 Secuencias ITS1 
 
Si bien la búsqueda de genes nucleares, con capacidad identificativa, se 
basó en la utilización de genes de copia única, finalmente se optó por incluir 
secuencias de fragmentos de copia múltiple como el fragmento ITS1. Esta decisión 
se tomó teniendo en cuenta el escaso número de genes nucleares utilizados en el 
campo de la identificación y cuantificación de especies de pescado. Genes de copia 
múltiple, como el fragmento ITS1, han demostrado su utilidad en la identificación 
de especies de merluzas (Pérez y col. 2005) y por lo tanto susceptibles de ser 
empleados en la localización de sistemas TaqMan-MGB para la identificación y 
cuantificación de especies de merluzas. 
 
En organismos eucariotas, los genes que codifican para los ARNr, 18S, 28S 
y 5.8S están separados por dos espaciadores internos, ITS1 e ITS2 (in
tr
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taxones próximos, como por ejemplo a nivel de especie o de género. Otra de las 
razones por las que el espaciador ITS1 resulta interesante es que se encuentra 
flanqueado por dos genes altamente conservados como son el 18S y 5.8S (en 
eucariotas), lo cual facilita el diseño ceba  inc ara es es alejadas 
filogenéticamente. Por este motivo se seleccionaron las secuencias de dicho 
marcado nBank p a las e ecies de género ius y una 
secuencia de la especie Gadus morhua (AY323936-48). Una ve  
analizaron con el propósito de localizar posibles lugares polimórficos específicos a 
nivel de vechando el carácter variable d  esta anto en 
secuencia como en tamaño. El rango del tamaño de las secuencias recopiladas es 
de 529 a entración n leotídica media es de: T: 18,0%; C: 33,3%; 
A: 20,3% lineamiento e las cuencia TS1 figura 8, 
anexo) presenta 201 posiciones polimórficas con 259 mutacion espacios 
correspo inserc nes. Éstas se deben, fundamentalmente, a 
la diferencia en el número de repeticiones del nucleótido C. Destaca la presencia 
de un alt n As al final de a secuencia, en los últimos 3  nucleótidos. 
Las secuencias analizadas presentan una elev a variab dad nucle tídica, 0,129. 
a distancia filogenética de Tamura_Nei correspondiente a las especies del género 
Merluc as que la distancia entre el género Merluccius y el 
único representante no Merluccius es de 0,458.  
 
e la caracterización de las secuencias mitocondriales se desprende que la 
concen
 de dores luso p peci
r existentes en el Ge ar sp l  Merlucc
z alineadas se
especie, apro e  región t
 586 pb. La conc uc
; G: 28,4%. El a  d se s I (621 pb, 
es y 177 
ndientes a deleciones/ io
o contenido e  l 0
ad ili o
L
cius es de 0,105, mientr
Como ya se ha comentado anteriormente, previo al diseño de sistemas de 
PCR a tiempo real, es necesario un conocimiento de las secuencias sobres las 
cuales se va a realizar el diseño. Esto es, tener información sobre la composición y 
distribución nucleotídica de las secuencias, diversidad nucleotídica, presencia de 
deleciones, inserciones, repeticiones en tándem, etc. Información necesaria a tener 
en cuenta para cumplir con las condiciones termodinámicas del diseño de 
sistemas.  
 
D
tración nucleotídica de los fragmentos codificadores de proteínas (Kocher, 
SB y COI) es muy similar, destacando el porcentaje del nucleótido G como el más 
bajo en los tres fragmentos. El mayor número de posiciones polimórficas se 
encuentra en el fragmento SB, algo esperado ya que se trata del fragmento más 
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largo. Asimismo, los valores de diversidad nucleotídica y la distancia de Tamura-Nei 
dentro y entre grupos son muy similares (tabla 1.5) y superiores a los calculados 
para los genes ribosomales 16S y 12S (tabla 1.5), tal y como se esperaba debido a 
la menor tasa de evolución de dichos genes. Destaca el número de sitios 
polimórficos del fragmento 16S, prácticamente el doble que para el fragmento 12S. 
La concentración nucleotídica de los dos fragmentos ribosómicos es muy similar, al 
igual que los porcentajes de los cuatro nucleótidos. Por el contrario, en la región 
control el porcentaje del nucleótido G es inferior a los presentados por los otros tres 
nucleótidos, incluso por debajo de la concentración observada para los genes 
codificadores de proteínas, sin embargo destacan los porcentajes más altos de T y 
A. Como era de esperar, las secuencias de esta región del ADN mitocondrial 
presentan los valores de diversidad nucleotídica (tabla 1.5) y distancias 
Tamura_Nei más altos, tanto dentro de grupos como entre grupos. Por lo que se 
presenta como una buena región candidata para el diseño de sistemas especie-
específicos de PCR a tiempo real. La caracterización de las secuencias 
codificadoras de proteínas (Kocher, SB y COI) apuntan la posibilidad de emplear 
dichas secuencias en el diseño de sistemas específicos de especie y de género. Por 
el contrario, la baja variabilidad nucleotídica, así como la escasa presencia de sitios 
polimórficos en las secuencias ribosomales, disminuyen considerablemente las 
posibilidades de diseñar sistemas especie-específicos e incluso sistemas de género 
n dichos fragmentos. 
 
e
Tabla 1.5. Distancias Tamura-Nei dentro del género Merluccius, dentro del grupo 
constituido por secuencias de especies Gadiformes no Merluccius y entre ambos grupos 
(M/G). Diversidad nucleotídica (π) y número de sitios polimórficos/mutaciones (SP/M). 
 
 SECUENCIAS MITOCONDRIALES 
          Kocher SB COI CR 16S 12S 
              Merluccius 0,089 0,091 0,077 0,110 0,020 0,018 
No Merluc
M/G
cius 0,197 0,154 0,150 0,159 0,066 0,062 
 0,253 0,248 0,195 0,683 0,093 0,138 
π 0,163 0,154 0,133 0,177 0,055 0,077 
SP/M 171/248 212/296 116/176 180/267 123/142 67/88 
        SECUENCIAS NUCLEARES 
         RAG1 MLL ITS1 MSTN1   
              Merluccius 0,020 0,030 0,105 ----------   
No Merluccius 0,021 ---------- ---------- ----------   
M/G 0,171 ---------- ---------- ----------   
π 0,078 0,047 0,129 0,045   
SP/M 63/67 51/52 201/259 111/120   
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Del análisis de las secuencias nucleares destaca la similitud, en la 
composición nucleotídica, de las secuencias RAG1 con las secuencias Kocher. Del 
mismo modo, las secuencias de MSTN1 presentan una concentración nucleotídica 
similar a la encontrada para las secuencias de ARN ribosómico e igualmente 
homogénea para los 4 nucleótidos. Por el contrario, en las secuencias de los 
framgentos MLL e ITS1 destaca el alto porcentaje del nucleótido G y la escasa 
representación del nucleótido T. La diversidad nucleotídica observada para los 
genes nucleares es inferior a la calculada para los genes mitocondriales, a 
excepción del fragmento ITS1 que presenta un valor similar al del fragmento COI. 
Asimismo, el valor calculado para la distancia Tamura_Nei dentro del género 
Merluccius, en este fragmento, es superior al calculado para las secuencias de los 
genes mitocondriales codificadores de proteinas (Kocher, SB, COI). Las secuencias 
nucleares RAG1, MLL y MSTN1 a pesar de presentar baja diversidad nucleotídica y 
un menor número de sitos polimórficos, en los que localizar sistemas de PCR a 
tiempo real, presentan delecciones/inserciones que pueden ser igualemte útiles en 
el diseño de sistemas de PCR a tiempo real.  
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Se obtuvieron 120 secuencias de 4 genes nucleares: MLL, ITS1, RAG1 y 
STN1. De ellos, el fragmento ITS1 mostró la mayor diversidad nucleotídica, siendo  
ste fragmento un buen candidato para localizar sistemas de PCR a tiempo real 
specie-específicos. Asimismo, la presencia de inserciones/delecciones en los 
stantes fragmentos nucleares puede facilitar el diseño de sistemas específicos 
e género.  
 
La concentración de bases en las secuencias, de la mayor parte de los 
agmentos, es adecuada para los requerimientos termodinámicos de los sistemas 
e PCR a tiempo real. 
 
 
 
 
 
 
 
1.4. CONCLUSIONES 
 
Se obtuvieron y analizaron 215 secuencias de los genes mitocondriales más 
utilizados en la identificación de especies de pescado: citocromo b, citocromo 
oxidasa I, región control, 16S ARNr y 12S ARNr para las especies del género 
Merluccius así como para otras especies filogenéticamente cercanas. 
 
Los resultados de la variabilidad nucleotídica de las secuencias 
mitocondriales se ajustaron a lo esperado, siendo las secuencias con mayor 
diversidad nucleotídica las de la región control, seguidas de las secuencias 
pertenecientes a los genes codificadores de proteínas y por último las de los ARN 
ribosómicos. Los valores de polimorfismo obtenidos para las secuencias 
mitocondriales denotan la capacidad de éstas para contener sitios polimórficos con 
capacidad diagnóstica susceptibles de ser utilizados en el diseño de sistemas de 
PCR a tiempo real. 
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Capítulo 2 
CAPÍTULO  2.  DISEÑO  DE  SISTEMAS  DE  DETECCIÓN 
DE PCR A TIEMPO REAL. SONDAS TAQMAN­MGB. 
 
2.1. INTRODUCCIÓN 
 
En el diseño de un sistema de detección de PCR a tiempo real han de 
tenerse en cuenta varios factores, entre los cuales destaca, de modo significativo, 
el nivel taxonómico que se pretende diferenciar. El sistema diseñado puede 
aplicarse a una especie, a un grupo de especies, un género o incluso una 
determinada familia. De este taxón diana seleccionado dependerá la elección del 
marcador molecular, es decir, el conjunto de secuencias que se analizarán para 
llevar a cabo el diseño. 
 
Tal y como se ha comentado en el capítulo anterior, las secuencias 
empleadas pueden ser mitocondriales o nucleares. Dentro del ADN mitocondrial es 
posible seleccionar regiones con baja tasa evolutiva, como los genes ribosomales 
16S y 12S, o alta como la región control y otras intermedias como los genes 
codificadores de las subunidades de los complejos proteicos de la cadena 
respiratoria (Cyt b, COI, ND4, etc). En el caso de las secuencias nucleares, a pesar 
de presentar tasas evolutivas menores que las del ADN mitocondrial, se pueden 
emplear regiones intrónicas y espaciadores ribosomales, como el ITS1, para la 
diferenciación a nivel de especie, o bien regiones exónicas, más conservadas, para 
diferenciación a nivel de género o niveles superiores. A modo de ejemplo, para la 
detección de una determinada especie en un producto elaborado, en el cual existen 
posibilidades de presentar otra especie filogenéticamente muy cercana, deberá 
seleccionarse como marcador molecular un fragmento de ADN cuya tasa evolutiva 
sea lo suficientemente elevada. Ello permitirá obtener un nivel adecuado de 
polimorfismos nucleotídicos específicos de cada especie. Por el contrario, si lo que 
se pretende es identificar distintas especies pertenecientes a una misma familia 
han de utilizarse regiones del ADN muy conservadas. Así se garantiza la ausencia 
de polimorfismos en una secuencia consenso para ese nivel taxonómico requerido.  
Junto a la ausencia de polimorfismos en la secuencia de las distintas especies de 
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la mis
La selección de un marcador también está influenciada por la disponibilidad 
de secuencias de dicho marcador para el grupo taxonómico diana, así como para 
especies próximas. Se puede recurrir a bases de datos públicas o bien a la 
secuen
 En cualquier caso, existen ciertos requerimientos 
termodinámicos necesarios para obtener la máxima eficiencia en un sistema 
TaqMa
seguirá ejerciendo igualmente una vez hidrolizada la sonda dando lugar a una 
ma familia, se requiere la presencia de polimorfismos respecto a otros 
taxones no pertenecientes a la familia seleccionada. 
 
ciación de novo. Una vez definido el taxón diana, el marcador molecular y 
realizado el alineamiento de las secuencias con las que se cuenta, se lleva a cabo  
una revisión de dicho alineamiento para localizar zonas polimórficas, o por el 
contrario, zonas conservadas en las cuales se puedan localizar potenciales 
sistemas. En dichas zonas potenciales se realizará el diseño tanto de los cebadores 
como de la sonda TaqMan, bien de modo manual o bien a través de un programa 
informático específico.
n. Entre ellos destacan: la temperatura de fusión (Tm) de los cebadores, que 
ha de ser lo más semejante posible, recomendándose sólo dos grados de 
temperatura de diferencia. Del mismo modo, debe existir una diferencia de entre 8 
o 10 ºC entre las Tm de los cebadores y la sonda para asegurar que la sonda se 
una a la hebra de ADN molde antes que los cebadores.  La Tm está directamente 
relacionada con el contenido de guaninas y citosinas en la secuencia de los 
cebadores y sonda. Éste es otro de los parámetros importantes a optimizar en el 
diseño de sistemas TaqMan. Aunque se recomienda que su contenido esté entre 
un 30 y un 80%, es preferible acotar entre un 45 y un 65% (Lim y col. 2011). 
Oligonucleótidos con un alto contenido G/C (guaninas/citosinas) podrían no 
desnaturalizarse correctamente, sobre todo si se encuentran varios nucleótidos G o 
C consecutivos. Del mismo modo, regiones poli C y poli G son susceptibles de dar 
lugar a uniones inespecíficas. Ambas situaciones provocarían una disminución en 
la eficiencia de la reacción. Otro factor a tener en cuenta en el diseño de una sonda 
TaqMan es que ha de evitarse la localización de un nucleótido G en el extremo 5´. 
Su presencia en esa posición no está recomendada dado que el nucleótido que se 
une al “reporter”, situado en el extremo 5´de la sonda, no se separa del mismo 
cuando la enzima Taq polimerasa hidroliza la sonda durante la fase de elongación 
de la PCR. Como el nucleótido G posee un efecto apantallante de la fluorescencia lo 
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disminución en la señal de fluorescencia. Por el contrario, la localización de una G o 
una C en el extremo 3´ puede ser beneficioso si dicho nucleótido representa una 
posición polimórfica que pueda diferenciar una especie diana del resto.  
 
Si bien estos parámetros son de vital importancia en el diseño de sistemas 
TaqMan, no menos importante es el tamaño de los cebadores y sonda. Existe un 
rango de tamaño bastante amplio para los cebadores, entre 9 y 40 pb (Getting 
started guide, Applied Biosystems 2004). Sin embargo, no es muy recomendable un 
tamaño demasiado pequeño, ya que podrían dar lugar a uniones inespecíficas en 
otras regiones del ADN, ni tampoco muy grandes ya que aumenta la posibilidad de 
que se produzcan estructuras secundarias de diversa naturaleza, tales como 
uniones del tipo cebador consigo mismo, formación de dímeros entre dos 
cebadores, o bien uniones cebador--sonda. Para excluir la formación de dímeros de 
cebadores hay que evitar incluir más de 5 nucleótidos complementarios seguidos 
en las secuencias de los cebadores, fundamentalmente en el extremo 3´. Se 
considera un tamaño óptimo entre 16 y 24 pb para los cebadores (Lim y col. 2011), 
y entre 13 y 25 para las sondas. El tamaño de la sonda puede reducirse sin 
perjuicio de disminuir la Tm incorporando en el extremo 3´una molécula MGB 
(Minor Groove binder), tal y como se ha comentado en la introducción (página 29). 
 
Finalmente, es recomendable diseñar sistemas cuyos amplicones no 
superen los 150 pb y, preferiblemente, con el cebador directo lo más próximo 
posible a la sonda (Getting started guide, Applied Biosystems 2004). Si el diseño 
contempla un sistema cuyo producto de PCR es de pequeño tamaño, entre 50 y 
150 pb, será posible su utilización en muestras que contengan ADN muy 
fragmentado (Terio y col. 2010). A pesar de recomendarse un tamaño de amplicón 
no superior a 150 pb, tamaños entre 150 y 400 pb, dan lugar a resultados 
aceptables de amplificación y sin diferenicas significativas con respecto a 
fragmentos de 100 pb (Hird y col. 2006). 
 
En los últimos años se ha recurrido a la técnica de PCR a tiempo real como 
herramienta molecular para la identificación de especies en alimentos. Es 
especialmente útil en alimentos mezcla, en los que se integran distintas especies 
en un mismo producto, por lo que se hace necesaria la utilización de una técnica 
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que las detecte de manera específica y sensible. Esta técnica es lo suficientemente 
sensible para detectar cantidades traza de una especie en un alimento mezcla 
(Kesmen y col. 2009). 
 
 y formación de estructuras secundarias. 
ichos parámetros se optimizaron para obtener la máxima eficiencia de los 
sistem
Una de las aplicaciones del diseño de un sistema de PCR a tiempo real, en el 
área de la tecnología de alimentos, es la detección de especies en productos que 
pueden causar problemas de salud pública. Un ejemplo de ello es la detección de 
distintas especies de origen animal, fundamentalmente bovino, en alimentos 
cárnicos por su relación con la enfermedad de la encelopatía espongiforme bovina 
(Brodmann y Moor 2003; Krcmar y Rencova 2005). Otra de las aplicaciones es la 
detección de irregularidades en etiquetado de alimentos, como  la sustitución de 
especies de mayor valor comercial por otras de menor valor (Trotta y col. 2005; 
Sánchez y col. 2009).  
 
En este capítulo se plantea el diseño de distintos sistemas TaqMan-MGB  
específicos de las especies más comerciales del género Merluccius y Macruronus, 
basándose para ello en las secuencias nucleares y mitocondriales descritas en el 
capítulo anterior, para su posterior evaluación como sistemas de detección de PCR 
a tiempo real en alimentos. 
 
2.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
2.2.1 DISEÑO DE SISTEMAS TAQMAN­MGB 
 
En el diseño de los sistemas TaqMan-MGB se empleó el programa 
informático “Primer Express versiones 2.0 y 3.0” (Applied Biosystems). Mediante el 
empleo de este programa se llevó a cabo la selección de cebadores y sondas 
teniendo en cuenta parámetros como: Tm, contenido de G/C, longitud de 
cebadores y sonda, tamaño del amplicón
D
as bajo las condiciones estándar de amplificación en un termociclador de 
tiempo real de Applied Biosystems (tabla 2.1). 
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Tabla 2.1 Resumen de las condiciones que se contemplan en el software Primer Express 
para el diseño de un sistema TaqMan-MGB. 
 
Parámetro Cebadores Sonda Amplicón 
Temperatura  
de fusión (Tm) 58-60 ºC 68-70 ºC 85 ºC (max) 
Contenido 
Guanina/Citosina 30-80% 30-80%  
Longitud de secuencia 9-40 pb 13-25 pb 50- 150 pb 
consecutivos ser guanina) ser guanina)  
Nucleótidos iguales 4 (3 en el caso de 4 (3 en el caso de 
 
En el diseño de los cebadores también se tuvo en cuenta la recomendación 
de no incluir en las 5 últimas bases del extremo 3´ más de 2 Cs/Gs. Del mismo 
modo se evitó incluir una G en el extremo 5´de las sondas.   
encias de ADN de los distintos fragmentos del genoma 
itocondrial de merluzas permitió la definición de zonas o sitios polimórficos  con 
potenc sistemas de detección específica de las 
especies comerciales: M. merluccius, M. capensis, M. paradoxus, M. hubbsi y M. 
gayi, a uccius y Macruronus. Una vez 
localizados los sitios polimórficos en los distintos fragmentos analizados se utilizó 
el prog
 
 
2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
2.3.1 SISTEMAS DE DETECCIÓN MITOCONDRIALES 
 
El análisis de las secu
m
ial aplicación en el diseño de 
sí como para la detección de los géneros Merl
rama informático Primer Express (v. 2.0 y 3.0) para el diseño de los sistemas 
de detección basados en PCR a tiempo real, los cuales constan de una pareja de 
cebadores y de una sonda TaqMan-MGB. A continuación se muestran los 
resultados obtenidos para los distintos fragmentos de ADN utilizados y las especies 
y géneros estudiados.  
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2.3.1.1 Fragmento Kocher (cyt b 5´) 
 
Merluccius capensis 
pecie se lo  dos posibles sistemas en el extremo 5´del 
gen ra 2.1). 
 
 
Para esta es calizaron
 citocromo b (figu
 
 
Figura  Merluccius capensis localizados en el 
extremo 5´del gen citocromo b. Kocher 1 (capensis) y Kocher 2 (capensis). Resaltado en 
verde los cebadores y en azul las sondas. Este código de colores se aplica a todas las 
figuras 
 una muestra diana (Ct de 16,8) y la de una muestra 
sición polimórfica en la sonda y tres y 
verso respectivamente. 
 
 
2.1. Sistemas específicos para la especie
de diseño de sistemas. 
 
Tal y como se muestra en la figura 1 del anexo, el primer sistema (página 
243), que comprende 60 pb, presenta una media de cuatro diferencias 
nucleotídicas en la secuencia correspondiente a la sonda entre la especie M. 
capensis y el resto de las especies del género Merluccius. Según la bibliografía 
(Mackay y col. 2002, Saito y col. 2003, Yoshitomi y col. 2003, Choi y col. 2010) 
este número de diferencias en la sonda serían suficientes para poder diferenciar 
dicha especie del resto de las merluzas ya que es posible obtener señales 
específicas incluso con una única diferencia en la sonda. López–Andreo y col. 
(2005), en un trabajo de identificación y cuantificación de especies cárnicas en 
muestras complejas, obtienen una diferencia significativa entre la respuesta de 
amplificación (valor de Ct) de
no diana (Ct de 31,5) con únicamente una po
ocho diferencias en los cebadores directo y re
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Cabe destacar la existencia de cinco diferencias nucleotídicas entre la 
secuencia de la especie M. capensis y el resto de las especies africanas (M. 
parado s y M. polli). Esta característica podría ser de utilidad 
para emplear este sistema en la diferenciación de las merluzas africanas, merluza 
del Ca
ría diferenciar la merluza del Cabo de las especies de 
ádidos más frecuentes y que podrían ser susceptibles de comercializarse con el 
nombre de merluza. La merluza del Cabo presenta una media de cinco diferencias 
nucleotídicas en la región de la sonda con respecto al resto de las especies de 
gádidos. Dicha variabilidad se ve reforzada por las diferencias en las secuencias en 
la zona donde se han localizado los cebadores: entre seis y diez diferencias 
nucleotídicas en el cebador directo y entre tres y cuatro diferencias en el cebador 
reverso (figura 1, anexo). 
 
tema. La media es de dos diferencias y localizadas en 
 mayor parte de las secuencias en los extremos de la sonda, lo cual dificulta la 
especificidad del sistema. Por el contrario, presenta un mayor número de 
 
 
 
xus, M. senegalensi
bo y merluza del Cabo de altura, que son capturadas en el mismo caladero. 
Este sistema también permiti
g
El segundo sistema (80 pb) localizado en el fragmento Kocher para la 
especie M. capensis (página 245), no presenta tantas diferencias en la zona de la 
sonda como en el primer sis
la
diferencias nucleotídicas en la zona de los cebadores con una media de cuatro en 
ambos casos. En este sistema el número de diferencias con respecto al resto de 
especies africanas es muy bajo y por lo tanto no sería un sistema adecuado para 
diferenciarla de las mismas. 
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Merluccius paradoxus 
 
Las posibles localizaciones de un sistema específico para la especie M. 
paradoxus se detallan en la figura 2.2. 
 
 
Figura 2.2. Sistemas específicos para la especie Merluccius paradoxus, Kocher 
(paradoxus) y Kocher 2 (paradoxus), localizados en el extremo 5´del gen citocromo b. 
badores se detectaron entre tres y cuatro diferencias 
omo media.  
En cuanto al segundo sistema (página 245, sistema linea continua) 
calizado para esta especie, la mayor parte de las secuencias del género 
erluccius presentan una única diferencia en la zona de la sonda y de dos a tres 
iferencias en los cebadores. Para el resto de los gádidos la media es de tres 
iferencias en la sonda y el cebador directo y cuatro en el reverso.  
1
 
En el caso del primer sistema (página 245, sistema linea discontinua) 
únicamente se encontraron en la zona de la sonda dos diferencias nucleotídicas de 
media entre M. paradoxus y el resto de las especies del género Merluccius. 
Asimismo, en el caso de los cebadores se localizaron tan solo una o dos 
diferencias. El análisis de las secuencias de las especies no pertenecientes al 
género Merluccius reveló la existencia de un número muy bajo de polimorfismos. 
En el caso de tres de ellas, Gadus morhua, Merlangius merlangus y Theragra 
chalcogramma, se observó la misma secuencia que M. paradoxus en la zona de la 
sonda. Con respecto a los ce
c
 
lo
M
d
d
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Merluccius gayi 
 
 
Merluccius hubbsi
En esta especie de merluza americana no fue posible localizar un sistema 
específico. 
 
 
En las figuras 2.3 y 1 del anexo  se detallan los dos sistemas diseñados para 
esta especie. 
 
 
Figura 2.3. Sistemas específicos para la especie M.hubbsi, Kocher 1 (hubbsi) y Kocher 2 
(hubbsi), localizados en el extremo 5´del gen citocromo b. 
 
En el primer sistema de M. hubbsi (82 pb) se localizaron una media de dos 
diferencias nucleotídicas en la región de la sonda, correspondientes a dos “Gs” 
centradas, con respecto al resto de las merluzas. En ambos cebadores la media de 
las diferencias también fue de dos nucleótidos. En cuanto a las diferencias con el 
resto de gádidos, se observaron entre tres y siete diferencias en la sonda,  de 
cuatro a siete en el cebador directo y de cuatro a ocho en el reverso. 
 
 
En el segundo sistema de M. hubbsi (57 pb), la mayor parte de las especies 
del género presentan entre dos y tres diferencias en la sonda y muy pocas 
diferencias en los cebadores. En cuanto al resto de especies gadiformes, presentan 
de dos a cuatro diferencias en la sonda y una media de cinco diferencias en el 
cebador directo y tres en el reverso. 
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Macruronus sp  
 
erluccius, o bien para Macruronus, únicamente se localizó un sistema 
specífico para este último (83 pb): 
En la búsqueda de un sistema específico de género en el fragmento Kocher, 
bien para M
e
 
 
Figura 2.4. Sistema específico para el género Macruronus, Kocher (MAC) localizado en el 
extremo 5´del gen citocromo b. 
 
En la figura 1 del anexo (página 243) se pueden apreciar las ocho 
presentativa del género Macruronus (Macruronus novaezelandiae magellanicus) 
y las o
os nucleótidos 
el extremo 5´ como del 3´ es donde se localizan la mayoría de las diferencias. En 
cuanto
cie M. capensis, junto con el descrito para el 
énero Macruronus, presentan las características más aceptables para ser 
valuados en ensayos de PCR a tiempo real. Ambos sistemas presentan un número 
levado de posiciones nucleotídicas variables en las secuencias correspondientes a 
 sonda y cebadores. 
posiciones nucleotídicas que varían, en la zona de la sonda, entre la especie 
re
nce especies del género Merluccius. En el cebador directo la mayoría de las 
especies del género Merluccius presenta entre cinco y seis diferencias y en el 
cebador reverso una media de diez. Con respecto al resto de especies de gádidos 
tiene una media de ocho diferencias en la sonda al igual que en el cebador directo 
y siete diferencias de media en el reverso. Con respecto a las secuencias de las 
especies de gádidos, en el cebador directo, tanto en los cinco primer
d
 al cebador reverso, de los seis nucleótidos del extremo 3´, cuatro son 
diferentes en ocho de las nueve especies presentes en el alineamiento. 
 
De los siete sistemas diseñados en este fragmento del citocromo b, el 
primer sistema descrito para la espe
g
e
e
la
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2.3.1.2. Fragmento SB (cyt b 3´) 
Merluccius paradoxus
 
En el extremo 3´ del gen citocromo b se diseñaron sistemas de 
identificación para las especies M. paradoxus y M. gayi. Figuras 2.5 y 2.6 
respectivamente.  
 
 
 
 
5. Sistemas específicos para la especie M. paradoxus, SB1 (paradoxus) y SB2 
(paradoxus) localizado en el extremo 3´ del gen cyt b.  
 
Los dos sistemas que se muestran son muy similares en cuanto a las 
diferencias nucleotídicas que presentan entre la especie M. paradoxus y el resto de 
las especies con las que se comparan. En el caso del primer sistema (figura 2 
anexo, página 247), presenta tres posiciones nucleotídicas variables con respecto 
al resto de especies del género Merluccius en la sonda y en el segundo sistema 
(página 249) únicamente dos. Con respecto a las diferencias con otras especies de 
gádidos ambos sistemas presentan las mismas posiciones variables, cuatro. En 
cuanto a las diferencias en los cebadores, los dos sistemas presentan dos o tres 
diferencias entre las especies de merluzas y entre tres y seis con las especies de 
Figura 2.
 
gádidos. 
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Merluccius gayi 
 
 
Figura 2.6 Sistemas específicos para la especie M. gayi, SB1 (gayi) y SB2 (gayi) localizado 
en  el extremo 3´ del gen cyt b.  
 
Para esta especie de merluza, los dos sistemas diseñados, de 84 y 96 pb 
respectivamente, presentan características similares en cuanto a la comparación 
mbos presentan dos diferencias 
nucleotídicas en la sonda, y entre una y tres diferencias en los cebadores. Para el 
resto 
no diana es bastante alta. 
 
con el resto de secuencias del género Merluccius. A
de especies de gádidos presentan igualmente el mismo número de 
posiciones variables: tres en la sonda, y entre cuatro y cinco diferencias en los 
cebadores (figura 2, anexo). 
 
En esta región del citocromo b, fue posible el diseño de cuatro sistemas, dos 
para la especie M. paradoxus y dos para la especie americana M. gayi. 
Lamentablemente ninguno de ellos muestra las garantías necesarias para su 
evaluación como sistema efectivo de identificación ya que el número de diferencias 
nucleotídicas no es muy elevado y la probabilidad de obtener falsos positivos con 
especies 
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2.3.1.3. Fragmento CR (control region) 
En el dominio izquierdo de la región control del ADN mitocondrial se han 
seleccionado algunos sistemas para las especies: M. capensis, M. paradoxus, M. 
hubbsi, M. merluccius y un sistema de género Merluccius. 
 
Merluccius capensis
 
 
 
 Tal y como se ha comentado anteriormente, el dominio izquierdo de la 
región control presenta una alta variabilidad nucleotídica. Este hecho se refleja en 
los resultados obtenidos en el sistema diseñado para esta especie. Como se puede 
apreciar en la figura 3 del anexo, la región de da presenta una media de siete
ariabilidad entre la especie diana, M. capensis, y el 
sto de las especies de su mismo género. La variabilidad nucleotídica en la sonda 
aumen
 la son
posiciones nucleotídicas de v
 
re
ta hasta doce cuando se trata del resto de las secuencias pertenecientes a 
gádidos. Las diferencias encontradas para ambos cebadores en las especies del 
mismo género están entre tres y cinco, mientras que para el resto de gádidos se 
contabilizaron entre quince y dieciséis. 
 
 
Figura 2.7. Sistema específico para la especie M. capensis, CR (capensis), localizado en el 
fragmento de la región control. 
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Merluccius paradoxus 
 
a son de dos posiciones 
variables con respecto al resto de especies del género Merluccius y de cuatro a 
ocho en el resto de las especies de gádidos (figura 3 del anexo, página 255). 
En cuanto al sistema de M. paradoxus (74 pb), no fue posible su diseño en 
las posiciones de mayor variabilidad nucleotídica. Las diferencias presentadas 
tanto en la sonda como en los cebadores de la especie dian
 
 
 
Figura 2.8 Sistema específico para la especie M. paradoxus, CR (paradoxus), localizado en 
el fragmento de la región control 
 
Merluccius hubbsi 
 
En los dos sistemas diseñados para esta especie, de 85 y 95 pb 
respectivamente, se obtuvo un resultado similar al presentado por la especie M. 
paradoxus en cuanto a su comparación con el resto de las especies del género 
Merluccius. Sin embargo, las diferencias de secuencia con respecto al resto de las 
especies de gádidos son elevadas, tanto en la sonda como en los cebadores, 
llegando a tener toda la secuencia de la sonda distinta a la de otras especies de 
gádidos (ver figura 3, anexo).  
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Figura 2.9. Sistemas específicos para la especie M. hubbsi, CR (hubbsi)1 y CR (hubbsi) 2, 
localizados en el fragmento de la región control. 
 
Merluccius merluccius   
 
Para la merluza europea, M. merluccius, fue posible el diseño de dos 
enta una alta variabilidad tanto en la región de la 
sonda com
o Merluccius (figura 3 del anexo, página 255). Sin embargo, 
la variabilidad nucleotídica entre las es
sistemas TaqMan-MGB al igual que para otras especies del mismo género (figura 
2.10). El sistema MMER pres
o en la de los cebadores con respecto a las secuencias de individuos no 
pertenecientes al géner
pecies del género es baja, mostrando 2 
posiciones variables de media tanto en la sonda como en los cebadores. Este 
hecho dio lugar al diseño del sistema MMER_VIC que presenta mayor variabilidad 
tanto en las especies del género Merluccius como para las especies de gádidos, tal 
y como se puede apreciar en la figura 3 del anexo (página 253). 
 
 
Figura 2.10. Sistemas específicos de la especie M. merluccius, CR (MMER) y CR 
(MMER_VIC), localizados en el fragmento de la región control.  
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Merluccius sp  
 
El sistema presentado en la figura 2.11 corresponde a un sistema de 
identificación del género Merluccius (74 pb). En la región de la sonda no se 
encuentran diferencias entre las especies pertenecientes al género (figura 3 del 
anexo, página 255). Por el contrario, en el resto de las especies de gádidos, la 
sonda se localiza en una zona en la que existe una media de ocho diferencias y en 
los cebadores directo y reverso de nueve y cuatro respectivamente.  
 
 
Figura 2.11. Sistema específico para el género Merluccius, HAKE, localizado en el 
fragmento de la región control. 
 
De los siete sistemas que se muestran en este apartado destacan, como 
potenciales sistemas de identificación, el sistema de género HAKE (Merluccius sp) y 
los sistemas especie-específicos CR (capensis) (figura 2.7) y MMER_VIC (figura 
2.10). El sistema CR (capensis) presenta, en la secuencia de la sonda, una media 
de siete diferencias nucleotídicas con respecto al resto de especies del género 
Merluccius y doce con el resto de las especies de gádidos (figura 3, anexo). En 
cuanto a las diferencias existentes en el cebador directo, la media de diferencias 
para las especies de merluzas se sitúa en cinco y para el resto de gádidos en 
quince. Este número elevado también se encuentra en el cebador reverso, estando 
entre una y nueve diferencias en las merluzas y en dieciseis para el resto de 
gádidos.  
l segundo sistema especie-específico seleccionado en este fragmento de 
ADN mitocondrial, por su potencial identificativo, es el sistema MMER_VIC. Éste 
presenta una media de seis diferencias nucleotídicas entre las secuencias de la 
especie M. merluccius y el resto de merluzas, tanto en la sonda como en el cebador 
 
E
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directo na y ocho diferencias en el reverso. Las posiciones variables 
con el resto de gádidos se cuantifican en doce para la sonda y el cebador directo y 
en diec
rficas, no fue 
osible localizar sistemas especie-específicos. Por lo que se centró el diseño en un 
sistema de género, obteniendo como resultado un sistema de 72 pb (figura 2.12) 
para diferenciar el género Macruronus del género Merluccius y del resto de gádidos 
incluidos en este trabajo. 
 
 
.1.5 Fragmentos 16S y 12S ARNr 
 
, y entre ningu
iseis para el cebador reverso. 
 
2.3.1.4 Fragmento COI 
 
A pesar de que las secuencias analizadas del gen COI presentaron un valor 
de diversidad nucleotídica de 0,133, con 116 posiciones polimó
p
 
Figura 2.12. Sistema para el género Macruronus, COI_MAC, localizado en el gen 
mitocondrial codificador de la subunidad 1 de la citocromo oxidasa, COI.  
 
 La sonda se situó en una región en la que las diferencias nucleotídicas 
entre los géneros Macruronus y Merluccius son, por término medio, de 6 
nucleótidos y para el resto de las secuencias de las especies de gádidos de 4 
(figura 4, anexo). En el caso de los cebadores las diferencias están entre dos y 
cinco nucleótidos. Comparando este sistema con el diseñado para el mismo fin en 
el fragmento Kocher, se observa que presenta menos diferencias nucleotídicas. 
 
 2.3
COI_MAC Directo COI_MAC Sonda COI_MAC Reverso 
COI_MAC Reverso 
Tal y como se esperaba, por los bajos valores de distancia Tamura-Nei 
obtenidos dentro del género Merluccius y entre el género Merluccius y otras 
especies, no fue posible diseñar sistemas TaqMan-MGB especie-específicos ni 
tampoco de género. 
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2.3.2 SISTEMAS NUCLEARES 
 
Al igual que con las secuencias mitocondriales, se realizó un estudio 
etallado de las secuencias nucleares obtenidas a lo largo de este trabajo, así 
como de las seleccionadas del GenBank, para la localización de sistemas TaqMan-
MGB. 
 
se muestran tres sistemas diseñados para el género 
erluccius (figura 2.16). 
 
d
2.3.2.1. Fragmento MLL 
 
Las secuencias de este fragmento de ADN nuclear se tuvieron en cuenta 
para la localización de sistemas de género dada su baja diversidad nucleotídica 
(0,047). A continuación 
M
 
pecíficos para el género 
(Merluccius) y MLL(3) (Merluccius), localizado en un fragmento del gen MLL.  
 
De los tres sistemas que se localizaron destaca el último, MLL(3) 
(Merluccius), ya que en él se aprecia la existencia de una inserción de do
Figura 2.16. Sistemas es Merluccius, MLL(1) (Merluccius), MLL(2) 
ce 
nucleótidos en la zona de la sonda para las secuencias del género Macruronus y la 
especi nserción no existe en las especies del 
énero Merluccius (figura 5 del anexo, página 261), siendo la secuencia de la 
sonda 
tassou y de cuatro a cinco en las de Macruronus. En cuanto a 
e M. poutassou. Por el contrario, esa i
g
idéntica para todas ellas. Además de la inserción se localizan entre una y 
cinco diferencias más en la sonda, dependiendo de la especie. En los otros dos 
sistemas diseñados, únicamente se localizaron en la sonda dos diferencias en la 
secuencia de M. pou
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los cebadores, las diferencias son escasas en los tres sistemas, de ninguno a cinco 
nucleótidos. 
ó una baja diversidad nucleotídica (0,078), respaldada por un valor de 
istancia Tamura–Nei, para las especies del género Merluccius, de 0,020 frente a 
un valo l fragmento ITS1. Este resultado era esperado ya 
ue, como se ha comentado anteriormente, el gen RAG1 presenta una composición 
nucleo
2.3.2.2 Fragmento RAG1 
 
Una vez analizadas las secuencias parciales del gen nuclear RAG1 se 
observ
d
r de 0,105 obtenido en e
q
tídica bastante conservada. Por este motivo se diseñó el siguiente sistema 
específico del género Merluccius (figura 2.17). 
 
 
 
Figura 2.17. Sistema específico RAG1 para el género Merluccius localizado en un 
En la región de la sonda todas las especies del género Merluccius presentan 
la misma secuencia excepto M. paradoxus, para la cual no fue posible obtener la 
secuencia completa. La especie M. australis presenta una única diferencia en el 
último nucleótido del extremo 3´ de la sonda (figura 6 del anexo). Por el contrario 
Merluccius
otras espe ntan un mínimo de trece 
diferencias y un máximo de veintiuna, en este caso la totalidad de la secuencia de 
la sonda. Esto se debe a la existencia de una deleción en las especies de gádidos. 
Dicha deleción también se encuentra en el cebador directo, dejando unas 
fragmento del gen RAG1. 
 
las posiciones nucleotídicas diferentes entre las especies del género  y 
cies de gádidos son muy numerosas. Prese
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diferencias nucleotídicas de doce o trece posiciones, dependiendo de la especie de 
merluza con la que se compare. 
 
2.3.2.3 Fragmento MSTN1 
 
Al igual que las secuencias del gen RAG1, las secuencias obtenidas del gen 
MSTN1 presentan una baja diversidad nucleotídica (0,045), por lo que no fue 
posible la localización de un sistema especie-específico. Por el contrario sí fue 
posible la localización de dos sistemas capaces de diferenciar las especies de 
merluza euroafricanas de las americanas (figuras 2.18 y 2.19). 
 
 
Figura 2.18. Sistema MSTN1(1) para diferenciar las especies americanas de merluzas de 
las euroafricanas. 
 
diferencia. En cuanto a los cebadores, las diferencias son escasas, por lo general, 
En la región de la sonda de este primer sistema (figura 7 del anexo, página 
283) todas las secuencias correspondientes a especies de merluzas americanas se 
diferencian de las euroafricanas en seis posiciones nucleotídicas. Con algunas 
secuencias de la especie M. merluccius presentan otras cuatro posiciones más de 
entre una y dos diferencias. 
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En el segundo sistema (figura 2.19), las diferencias entre las especies 
euroafricanas y americanas vienen marcadas por la existencia de deleciones o 
serciones presentes en un grupo y ausentes en el otro. Así es que en la zona de la 
sonda,  euroafricanas, existe una deleción de 
nce nucleótidos en las secuencias de las especies M. gayi y M. productus (figura 7 
del ane
la totalidad de la 
secuencia. Dicha deleción no se encuentra en las secuencias de la especie 
atlántica M. hubbsi y su secuencia es prácticamente la misma que la mostrada por 
las especies euroafricanas. En el caso del cebador reverso, las secuencias de las 
especies americanas presentan de doce a quince diferencias con respecto a las 
africanas y de las cuales seis corresponden a una deleción. 
 
in
 diseñada para el grupo de especies
o
xo, página 291). En el caso de las secuencias de M. hubbsi se trata de una 
inserción de veinticuatro nucleótidos la que diferencia dicha especie del resto de 
especies euroafricanas. En cuanto a los cebadores del sistema, las secuencias de 
las especies americanas del Pacífico, M. productus y M. gayi, presentan una 
deleción en el cebador directo que abarca prácticamente 
 
Figura 2.19. Sistema MSTN1(2) para diferenciar las especies de merluzas euroafricanas de 
las americanas. 
 
 
 123
Capítulo 2 
Entre las especies euroafricanas hay alguna pequeña diferencia en la 
secuencia de la sonda, como es el caso de  la especie M. paradoxus en la que se 
encuentran de una a dos diferencias nucleotídicas. En algunas de las secuencias 
de las especies M. polli y M. senegalensis se localiza un único nucleótido de 
diferencia. 
 
Un análisis comparativo de ambos sistemas indica que el segundo sistema 
diseñado presenta más garantías para lograr la identificación de las especies de 
merluza euroafricanas frente a las americanas.  
 
Aunque no se contempló como un objetivo en este trabajo el estudio de las 
relaciones filogenéticas entre las especies de merluza, cabe destacar, en este 
apartado, la existencia de la deleción localizada en el cebador directo del segundo 
sistema. Dicha deleción está presente en las especies de merluza americanas del 
Pacífico, M. productus y M. gayi pero ausente en la especie americana del Atlántico 
M. hubbsi. Esta especie presenta una secuencia del cebador idéntica a las 
especies euroafricanas. Este hecho podría ser de interés en estudios de evolución 
de las especies de merluzas americanas y por extensión a todas las especies del 
género Merluccius. Trabajos como el de Quinteiro y col. (2000) y Campo y col. 
(2007) sobre la filogenia y la historia evolutiva del género Merluccius, proponen la 
existencia de dos grandes clados, el americano, que integraría las especies que se 
distribuyen a lo largo de Atlántico oeste y el este del Pacífico y el euro-africano que 
abarca las especies del Atlántico este. En el trabajo más reciente, la reconstrucción 
filogenética del género Merluccius se realiza a partir de la combinación de la 
información aportada por las secuencias de distintos genes mitocondriales. En ese 
trabajo las especies M. productus y M. gayi presentan unos valores de  distancias 
filogenéticas inferiores a las que presenta cualquiera de estas dos especies con la 
merluza argentina (M. hubbsi).  
 
A pesar de que no se localizó un sistema de género ni especie-específico en
diferenciación geográfica, al igual que ha aportado información de secuencias 
nucleares para posibles estudios de evolución del género Merluccius. 
 
 
este fragmento MSTN1, si fue posible la localización de dos sistemas de 
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2.3.2.4 Fragmento ITS1 
 
Caracterizadas las secuencias del fragmento ITS1 (tabla 1.4), fue posible 
enfocar el diseño hacia sistemas especie-específicos debido al gran número de 
posiciones polimórficas existentes. A continuación se muestran cuatro posibles 
istemas para tres especies de merluzas: M. capensis, M. paradoxus y M. hubbsi. 
Figuras
s
 2.13, 2.14 y 2.15 respectivamente. 
 
Merluccius capensis 
 
 
Figura 2.13. Sistema específico de la especie M. capensis, ITS (capensis), localizado en un 
fragmento de la región ITS1. 
 
Merluccius paradoxus 
 
 
 
Figura 2.14. Sistema específico de la especie M. paradoxus, ITS (paradoxus), localizado en 
un fragmento de la región ITS1. 
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Merluccius hubbsi 
 
 
 
Figura 2.15. Sistemas específicos de la especie M. hubbsi, ITS (hubbsi) 1 e ITS (hubbsi) 2, 
localizados en un fragmento de la región ITS1. 
 
De estos cuatro sistemas destacan como posibles sistemas a evaluar, ITS 
(paradoxus) e ITS (hubbsi) 1 (figura 8 del anexo, página 305 y 303 
respectivamente). Ambos sistemas presentan en la región de la sonda, con 
respecto al resto de especies de merluza, un número elevado de diferencias 
nucleotídicas, en el caso de M. paradoxus entre siete y trece, y entre cinco y diez en 
el de M. hubbsi. En las secuencias de los cebadores existen escasas diferencias en 
ambas especies.  
to de ADN nuclear únicamente se dispuso de una 
secuencia perteneciente a la familia Gadidae, en concreto una secuencia de G. 
morhua para la cual las diferencias de ambos sistemas tanto en la sonda como en 
los cebadores son numerosas. El elevado número de diferencias localizadas en las 
especies no diana analizadas hace pensar que en otras especies de gádidos 
también pueden encontrarse un patrón similar de diferencias nucleotídicas.  
 
 
 
 
 
 
Para este fragmen
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En la tabla 2.2 se indican de manera resumida los sistemas TaqMan-MGB 
diseñados en este trabajo. 
 
Tabla 2.2. Esquema resumen de los distintos sistemas TaqMan-MGB diseñados a partir de 
secuencias mitocondriales y nucleares. En las columnas se muestran los códigos de las 
especies  para las cuales se han diseñado los sistemas especie-específicos, así como los 
géneros y los grupos de especies. En filas se detallan los marcadores que se han utilizado 
para la localización de sistemas. 
 
 
MCAP MPAR MHUB MGAY MMER Merluccius Macruronus Americanas/ Euroafricanas  
SISTEMAS MITOCONDRIALES 
         
Kocher 2 2 2    1  
CR 1 1 2  2 1   
SB  2  2     
COI 
16S 
      1  
        
12S         
SISTEMAS NUCLEARES 
         
ITS1 1 1 2      
MLL      3   
RAG1      1   
MSTN1        2 
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El análisis de las secuencias mitocondriales dio lugar al diseño de 
La r lo e is  c s
géneros Merluccius y Macruronus
especti mente  De m do compleme tario se diseñaron dos sistemas para la 
id ficac  de especies euroafricanas frente a las americanas. 
 
El primer si tema d eñado para la especie . capensi  
Kocher y el sistema diseñado para esta es ecie en la región control resultaron ser 
los mejores sistemas in sílico, entre los diseñados para esta especie, en cuanto a 
n o d posic es n leotídi as variables en las secuencias de sonda y 
cebadores. Para la merluza europea, Merluccius merluccius, el mejor sistema 
o s  local ó en  regió contro  mientra  que para las especies M. 
paradoxus y M. hubbsi se localizaron en el fragmento de ADN nuclear ITS1. 
 
Merluccius se localizaron en los genes 
nucleares MLL y RAG1, mientras que para el género Macruronus se localizó en el 
extremo 5´del gen citocromo b (fragmento Kocher). 
 
n las secuencias del gen MSTN1 no se logró localizar un sistema especie-
específico de ninguna de las especies de merluza secuenciada, ni tampoco de 
género. Por el contrario, sí fue posible la localización de dos sistemas para la 
diferenciación geográfica de las merluzas euroafricanas y americanas. 
2.4 CONCLUSIONES 
 
diecinueve sistemas TaqMan-MGB para la identificación de las principales especies 
comerciales de Merluza. Del mismo modo se diseñaron diez sistemas TaqMan-MGB 
a partir de las secuencias nucleares para dichas especies. 
 
 mayo ía de s sist mas d eñados son espe ie-específico . Para los 
 se diseñaron cinco y dos sistemas 
r va . o n
enti ión
s is M s en el fragmento
p
úmer e ion uc c
diseñad e iz la n l, s
Los mejores diseños para el género 
E
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CAPÍTULO 3. EVALUACIÓN DE SISTEMAS PARA PCR A 
TIEMPO REAL 
 
3.1 INTRODUCCIÓN 
 
Como ya se ha comentado en la introducción general de esta tesis, en los 
últimos años se ha incrementado de modo significativo el número de métodos de 
tratamiento de datos, protocolos de ajuste y programas informáticos asociados a la 
técnica de la PCR a tiempo real (Jin y col. 2006; Hellemans y col. 2007; Pabinger y 
col. 2009). Sin embargo, los métodos más comúnmente empleados en el análisis 
de datos se basan en el establecimiento de un nivel umbral (threshold cycle), esto 
es, el punto en el que la reacción alcanza una intensidad de fluorescencia por 
encima de la fluorescencia basal, siendo, la variable dependiente, la cantidad de 
fluorescencia producida en el transcurso de ciclos de amplificación de la PCR 
(Schmittgen y Livak 2008).  
 
Este método es dependiente de la subjetividad con la que el usuario analiza 
los datos, ya que éste puede situar el nivel umbral, del cual se obtendrá el valor de 
Ct para cada una de las muestras, en cualquier punto de la fase exponencial. Este 
hecho provoca que la comparación de datos de distintos ensayos no sea factible. 
Por otra parte, se asume que la eficiencia de una PCR es siempre constante e igual 
para todas las muestras de ADN (Livak y Schmittgen 2001). Sin embargo, un gran 
número de trabajos han cuestionado este supuesto (Booth y col. 2010; Louw y col. 
2011) y han estudiado el efecto reductor de la eficiencia de diferentes inhibidores 
que habitualmente forman parte de las matrices biológicas a estudio (Kontanis y 
Reed 2006; Nolan y col. 2006). Esto supone un problema que limita la fiabilidad de 
la PCR cuantitativa provocando en muchos casos errores de infra o 
sobreestimación de la concentración de ADN. Así, a día de hoy, el análisis de datos 
en la PCR a tiempo real se encuentra lejos de estar estandarizado no sólo inter sino 
también intralaboratorio. 
 
Una alternativa es la de ajustar los datos de fluorescencia obtenidos durante 
todo el proceso de amplificación (número de ciclos) empleando un modelo 
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matem
an son fácilmente modelables con ecuaciones sigmoideas 
ineal (p.e., método quasi-Newton, Levenberg-Marquadt, etc.), 
ermitiendo así una completa predicción de la cinética de la PCR. Se han ensayado 
diferen z, logística, Hill, Chapman, etc.) con las que se han 
onseguido, generalmente, buenas descripciones de los patrones experimentales 
(Rutled
d y bondad de ajuste de tres ecuaciones sigmoideas 
modelo (logística, Weibull y Richards con 4 parámetros) a las curvas de 
amplifi
limentos. 
ático adecuado (Goll y col. 2006; Swillens y col. 2008). Los perfiles no 
lineales que se gener
mediante ajuste no l
p
tes ecuaciones (Gompert
c
ge 2004; Guescini y col. 2008). En este último trabajo, los autores proponen 
un parámetro muy consistente “Cy0” para sustituir el uso del Ct. Las ecuaciones 
propuestas por estos autores se encuentran en su forma convencional sin 
reparametrizar, con lo que imposibilita el cálculo real de los intervalos de confianza 
de este parámetro dificultando su comparación entre muestras mediante test 
estadísticos de significación. 
 
Los principales objetivos de este capítulo son:  
 
Comparar la capacida
cación de PCR. 
 
Definir tres parámetros (c, Fm, C50) propios de las ecuaciones mencionadas 
y que podrían describir y tipificar con precisión puntos característicos de los perfiles 
cinéticos obtenidos. Reparametrizar los parámetros descritos anteriormente para 
facilitar el cálculo de sus intervalos de confianza mediante software estadístico o 
de análisis numérico convencional como pueden ser: Solver-Aid, Statistica, DataFit, 
Mathematica, Simfit, Sigmaplot o SPSS. 
 
Con lo anteriormente descrito, estudiar el proceso de amplificación de 
muestras de diferentes especies de merluza en un proceso de PCR a tiempo real. 
De este modo y a nuestro entender ésta sería la primera vez que se lleva a cabo 
una aproximación de este tipo en el análisis de datos de PCR a tiempo real en el 
área de la tecnología de a
 
Una vez descritos los perfiles cinéticos de un proceso de PCR y generados 
los parámetros para su tipificación, optimizar las concentraciones de los cebadores 
 132
Capítulo 3 
y sondas de seis de los sistemas diseñados en el capítulo anterior (HAKE, MLL, 
MMER, MMER-VIC, MAC y RAG1), así como determinar la eficiencia de los  mismos.  
 
3.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
3.2.1.  MÉTODOS  NUMÉRICOS  Y  ANÁLISIS  ESTADÍSTICO  DEL 
MODELADO DE LAS CURVAS DE PCR A TIEMPO REAL 
 
Los ajustes numéricos que se aplicaron a todas las ecuaciones sigmoidales, 
a lo largo de la presente memoria, se realizaron mediante el método quasi-Newton 
que presenta el macro Solver de la hoja de cálculo Excel (Microsoft). Las 
condiciones empleadas por este algoritmo de minimización de la suma de las 
diferencias cuadráticas entre datos experimentales y valores predichos por los 
modelo  estimación por derivadas 
progresivas, máximo de 100 iteraciones y 10-4 de convergencia.  
 de los parámetros (test de la t de Student para =0,05 con 
los grados de libertad correspondientes a cada ajuste), la robustez y consistencia 
de las 
iterio de información de Akaike (CIA) y el 
riterio de información bayesiano (CIB), cuantifican de forma relativa la pérdida de 
inform
el aumento en el número de parámetros 
del modelo en términos de complejidad y exactitud (Schwarz 1978, Yi y Judge 
1988, 
s matemáticos fueron: tolerancia del 5%,
 
Asimismo, con el macro Solver-Aid de Excel se calcularon también los 
intervalos de confianza
ecuaciones (test de la F de Fisher para =0,05 con los grados de libertad del 
modelo y del error correspondientes a cada ajuste). 
 
Posteriormente se utilizaron dos criterios para la comparación entre 
modelos que están basados en el teorema de la información de Shannon-Hartley 
(Shannon 1948). Ambos métodos, el cr
c
ación que se produce cuando una ecuación se emplea para ajustar un 
conjunto de datos experimentales en comparación con otra ecuación empleada con 
la misma finalidad (métodos de máxima verosimilitud). Así, las siguientes 
ecuaciones [1] y [2] son una medida de la falta de ajuste de un modelo elegido y el 
incremento de su falta de fiabilidad con 
Shi y Tsai 2002): 
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                 
2 1 2
2
p pSCRCIA n p
n n p
ln 2 1  [1] 
 
[2] 
 
) 
la suma de cuadrados de 
los residuales (SCR) respecto del cambio en el número de parámetros de las 
ecuaci
   ln lnCIB n SCR p n   
La diferencia en el valor del CIA o del CIB de dos ecuaciones (m1 y m2 para 
un mismo conjunto de datos experimentales (n), sopesa 
ones (p). La ecuación con el menor valor de CIA ó CIB es aquella que 
presenta la mayor probabilidad de ser la más adecuada en la descripción de los 
perfiles experimentales. La probabilidad (Pr) de elegir la ecuación más correcta 
entre dos modelos matemáticos (m1 y m2) puede calcularse como: 
 
 
 

 
2 1
2 1
0 5
1 0 5
m -m
CIA
m -m
exp - . CIA
Pr
exp - . CIA
 [3] 
 
 
 
   2 1
0 5
1 0 5CIB m -m
exp - . CIB
Pr
exp - . CIB
 [4] 
 
Ambas probabilidades varían en una escala de 0 a 1, siendo 1 la 
probabilidad máxima de seleccionar el modelo matem
2 1m -m
ático más adecuado. 
 
 final de las reacciones fue de 25 μL en placas de 96 
3.2.2  OPTIMIZACIÓN  DE  CONCENTRACIONES  DE  CEBADORES  Y 
SONDAS. 
 
Para la optimización de la concentración de los cebadores de cada sistema 
se realizaron nueve ensayos resultantes de la combinación de 3 concentraciones 
de cebador directo (50, 300 y 900 nM) con otras 3 concentraciones de cebador 
reverso (50, 300 y 900 nM). 
 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20 ó 25 μL 
dependiendo del termociclador empleado. En el caso del equipo ABI 7300 (Applied 
Biosystems) el volumen
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pocillos “Thermo-Fast 96 Semi-Skirted reaction plate” (ABgene) y cubiertas con 
tapas “Optical caps 8 caps/strip” (Applied Biosystems). A cada reacción se 
añadieron 12,5 μL de la solución de PCR “TaqMan Universal Master Mix no UNG 
Amperase (2X)” (Applied Biosys
quipo ABI 7500 FAST (Applied Biosystems) el volumen final de cada reacción fue 
de 20 
ción final de la 
sonda se fijó en 200 nM para los nueve cócteles de reacción. En los ensayos de 
optimización de sonda se prepararon otros nueve cócteles de reacción en los que la 
concentración final de la sonda 
concentración de los cebadores se fijó en la concentración óptima obtenida en los 
ensayos de optimización de cebadores. Las condiciones que se establecieron en el 
equipo de PCR a tiempo real fueron
95 ºC durante 10 min seguido de 40 ciclos de dos pasos, 95 ºC/15 s y 60 ºC/1 
 
3.2.3 DETERMINACIÓN DE LA EFICIENCIA 
 
0 (7 puntos) de un extracto de ADN de la especie objetivo de 
ial del extracto fue de 50 ó 100 ng/μL, en 
función del sistema. Para el cálculo de la
tems). En el caso de los ensayos realizados en el 
e
μL en placas de 96 pocillos “MicroAmpTM fast optical 96-well reaction plate” 
(Applied Biosystems) cubiertas con el film “MicroAmpTM optical adhesive film” 
(Applied Biosystems). En cada pocillo se añadieron 10 μl de la solución de PCR 
“TaqMan Fast Universal PCR Master Mix no UNG Amperase” (2X). 
Independientemente del volumen final se añadieron 2 μL de DNA (12,5 ng/μL) a 
cada pocillo. Las concentración final de los cebadores varió entre 50 y 900 nM tal y 
como se ha comentado anteriormente, mientras que la concentra
varió entre 25 y 225 nM, mientras que la 
 las estándar: una desnaturalización inicial de 
min. 
Para el ensayo de la eficiencia de cada sistema TaqMan-MGB se realizaron 
diluciones seriadas 1:1
cada sistema. La concentración inic
 eficiencia (%) se empleó la ecuación:  
 
   
1100 10 pendienteE 1       [5] 
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.3.1 MODELOS MATEMÁTICOS UTILIZADOS PARA LA DESCRIPCIÓN DE 
LAS CURVAS DE FLUORESCENCIA VS NÚMERO DE CICLOS DE AMPLIFICACIÓN 
 
En la figura 3.1 se muestran gráficamente los parámetros F ,   y C  
derivados de un perfil sigmoidal modelo. De modo complementario, en la tabla 3.1 
se recogen las expresiones funcionales de las tres ecuaciones comparadas, tanto 
en la forma convencional como reparametrizadas, para hacer explícitos   y/o C  
dentro del correspondiente modelo matemático, así como las fórmulas que definen 
ambos parámetros de interés y el significado de cada parámetro y variable. 
 
 
m c 50
c 50
0
1
2
3
4
5
0 10 20 30 40
Ciclos
F
C50
R
m
Fm/2
c
Figura 
nes 
lgebraicas en cualquiera de las ecuaciones que describen perfiles sigmoidales 
(Vázquez y Murado 2008), esto e la 
segunda derivada, proyección de la recta tangente a este punto y corte sobre el eje 
 en detalle únicamente para el caso del modelo 
Richards con cuatro parámetros (Richards 
orma convencional, buscamos en primer 
 
3.1. Descripción gráfica de los parámetros Fm, c y C50 en una curva sigmoidea 
modelo. Se definen geométricamente Fm/2 y la recta R tangente al punto de inflexión de la 
curva. 
 
Ya que estas reparametrizaciones siguen el mismo conjunto de operacio
a
 es, búsqueda del punto de inflexión mediant
de ordenadas, se decidió explicarlo
más complicado, esto es, la ecuación de 
1959). Partiendo de la ecuación en su f
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lugar l  de fluorescencia calculando el límite 
cuando el número de ciclos (C) tiende a infinito:  
 
a respuesta máxima o valor asintótico
     m m ma a
F FF F F    lim  [6] C C     * * 1 exp1 exp 
 
El parámetro C50 se define como el número de ciclos necesarios para 
obtener la respuesta semimáxima. Así, cuando F=Fm/2 tenemos: 
 
   m m a
F F
C C

   * * 502 1 exp 
      a C C    1 / * * 502 1 exp      
 a
C C
 
1 /
*
50 *
ln 2 1
       
a
C C
 
1 /
*
50 *
ln 2 1
  [7] 
 
Introducimos la expresión de C* en la forma convencional con el fin de 
hacer visible el parámetro C50 en la ecuación original de Richards (Tabla 3.1): 
 
    m aa
FF
C C
      * 1 /501 exp ln 2 1
 [8] 
 
Calculando la segunda derivada de la forma convencional e igualando a 
cero, podemos despejar el valor de la abscisa en el punto de inflexión de la curva 
experimental: 
 
    
       
am C C
ma a F e C CdC C C
aC Ca F e C CdF

         
* *
* * *
2
* *
1 exp
1 exp
 

 
 
   
* * 1
* * *
11 exp
 
      aC C C Cmd F a F e C C aedC             * * * *
2 2
*2 * *
2 1 exp 1
       
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2
2 0
d F
dC
  i
C C       ia C C   * *1 exp  0     i a* lnC C  *  [9] 
 
El valor de la fluorescencia cuando C=Ci sería: 
 
     
               
* * *
*
11 exp lnln
1 exp
aaaC C
     
a
m m
i ma a
F F aC F  [10] 
 
Por su parte, la pendiente en el punto de inflexión (vc) viene definida por la 
siguiente operación: 
 
F
    i aC Cc m
iC C
dF F e C C
dC i
v a
 

     
* * 1
* * *1 exp
    
i
aC C 
*
*
ln

   
 
a      1
c m
a av a F C C C C                        
* * * * * * *
* *
ln ln
exp 1 exp    
 
 
a
aa a
c m m
av a F e e F
a
             
1
1* ln ln *1
1
    [11] 
 
l valor c tiene la forma funcional que se muestra a continuación: 
 
siendo L=c cuando R=0, así:   
 
La ecuación de la recta tangente al punto de inflexión y que corta al eje de 
ordenadas en e
   i C iR F C v L C    
 i
C i
C
F C
C
v
     [12] 
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Sustituyendo las expresiones [9], [10] y [11] en c obtenemos: 
 
a
mFa aC CC a
m
aa a
a
aF
a
          
   
1* *
*
1
ln
1
 
  [13] 
 
Finalmente, introduciendo [13] en la expresión inicial de la función de 
Richards (tabla 1) tenemos el modelo reparametrizado objetivo de este desarrollo: 
 
      * *ln 1
 **
1
ln
1 exp
m
a
C
FF    aa
a C C
C
                      
  [14] 
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Tabla 3.1: Ecuaciones empleadas para el modelado de las curvas de fluorescencia frente a número de ciclos  se generan en los procesos de 
amplificación de la PCR a tiempo real. 
            
que
Ecuación Forma convencional  Parámetros de interés  Forma reparametrizada 
            
 50C b  
  50
2
c C  
 

     1 exp
mFF
b C    Logística      
50
50
2
m
c
FF
C C
C
 
            
1 exp
Weibull 1 exp
CF F
          m    
 
50 ln2C
  

    


    
150 1
ln2c
C e
e
 
 
  



                     con: 1 
      
1 1
1m
c
e
e
F F  
            
exp
C
Richards   * *1 exp m a
FF
C C

  
 
 
  1 /*
50 *
ln 2 1a
C C 
   
*
*
1 1
lnC
aC a
a
 
         
 
 
 **
1
ln
xp
C
a
1 e
m
a
FF
a
a C C
C
                         
 
            
F: Medida de fluorescencia.  
Fm: Fluorescencia máxima.  
C: Número de ciclos de amplificación. 
b: Número de ciclos al que se alcanza la fluorescencia semimáxima. 
: Velocidad específica máxima de incremento de la fluorescencia. 
C50: Número de ciclos al que se alcanza la fluorescencia semimáxima. 
C: Número de ciclos necesarios para que se detecte fluorescencia en el 
proceso de amplificación. 
: Parámetro de posición de la ecuación de
: Parámetro de forma de la ecuación de i relacionad  la pendie
máxima de la fluorescencia. 
*: Velocidad específica máxima aparente ento de la fluorescencia. 
C*: Parámetro de posición de la ecuación on 4 parámetros.  
a: Parámetro de forma de la ecuación de  relacionado con la pendie
máxima de la fluorescencia. 
  
 Weibull. 
 We bull 
de increm
de Richards c
Richards
o con nte 
nte 
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3.3.2 COMPARACIÓN DE ECUACIONES 
 
La capacidad de ajuste y descripción de los perfiles arte de las 
se evaluaron en un ensayo del sistema 
M r p (A) y una 
Merluccius sp (B). Los resultados exp  incluyendo 
 tres mo s, se muestran en la figura 3.2. En to
s de la ecuación logística y de Weibull en lo m tóticos y de 
esta. Por el contrario, la ecuación de Richards modeló 
s de 
erísticas de estas curvas sigmoidales 
étricas. Se comprobó también que la muestra co cóctel de 
dido (C), no produjo fluorescenc nto en el 
 p
on
en
do
os
eg
e
or
us
tal
s 
 a
a
l a
 p
 s
es,
los casos esta 
sin
tiva, 
ume
ecuaciones que se acaban de proponer 
MAC con 28 muestras del taxón diana (inclusividad), 
especie no diana, 
jus
descripción fue siempre muy aceptable gráficamente pero con desajustes 
significativo
arranque de la respu
perfectamente todo el conjunto de datos experimentales sin evidencia
desajuste en ninguna de las fases caract
asim
reacción sin ADN aña
número de ciclos de amplificación. 
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ra  Comparación del ajuste de las tres ecuaciones sigmoi ritas en el 
o ica (Log), Weibull (Weib) y Richards (Rich) a los datos d nus sp (A), 
 (B) y control negativo (C). En todos los casos e error se 
en con los intervalos de confianza para un nivel de sig l 95% y un 
 
nálisis estadístico de los correspondientes aju z inicial 
de Richards l ultados 
superior a los de las otras ecuaciones 
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de las tres ecuaciones, pero siendo la 
generó (tabla 3.2). Con esta ecuación, los cocientes del test de consistencia de 
Fisher fueron un orden de magnitud 
comparadas. Los valo
3.2.
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consis inferiores al nivel de significación 
establecido (p<0,0001) por lo que se puede desechar la hipótesis nula 
corresp
múltiple ajustado (R ), los cocientes del valor de la F de Fisher ( =0,05) y sus 
tencia fueron en todos los casos muy 
ondiente a la falta de consistencia de las ecuaciones y reafirmar su 
consistencia en la descripción de los datos experimentales. Además, la bondad de 
ajuste definida por los coeficientes de determinación múltiple ajustados (R2aj) para 
la función de Richards fue casi máxima con valores de 0,9999.  
 
Tabla 3.2: Estimaciones paramétricas e intervalos de confianza (test de la t de Student; 
=0.05) correspondientes a las ecuaciones recogidas en la tabla 3.1 que se aplicaron al 
modelado de los datos experimentales de PCR generados por el sistema MAC, muestras A y 
B. Asimismo, se exponen los valores obtenidos para los coeficientes de determinación 
2aj 
correspondientes p-valores. En sombreado se resaltan los parámetros cinéticos (Fm, C50 y 
c) de mayor interés a efectos descriptivos y comparativos. NS: no significativo. 
 
Muestras A Logística Weibull Richards         
Fm 4,59±0,06 4,53±0,07 4,76±0,03 
 0,36±0,02 - - 
C50 23,04±0,17 23,10±0,22 22,96±0,06 
c 17,51±0,27 17,33±0,45 17,00±0,09 
 - 24,63±0,26 - 
 - 5,71±0,36 - 
* - - 0,23±0,01 
C* - - -3,52 (NS) 
a - - 303,89 (NS)         
R2aj 0,9987 0,9974 0,9999 
F-cociente 9285,6 4723,7 69812,5 
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001         
Muestra B            
Fm 3,46±0,12 3,06±0,10 5,17±0,32 
 0,50±0,02 - - 
C50 36,84±0,17 36,43±0,16 39,08±0,17 
c 32,85±0,09 33,02±0,28 32,49±0,04 
 - 37,34±0,19 - 
 - 14,80±0,61 - 
* - - 0,21±0,02 
C* - - 9,80 (NS) 
a  - - 304,15 (NS)        
R2aj 0,9993 0,9990 0,9999 
F-cociente 18641,4 12061,7 315082,2 
p-valor <0,0001 <0,0001 <0,0001     
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La comparación de los tres modelos mediante los criterios de información 
de Akaike y Bayes reafirma la elección del modelo de Richards como el más 
adecuado para la descripción de los datos experimentales. Ambas probabilidades 
(PrCIA y PrCIB) obtuvieron el valor máximo de 1 en las comparaciones por pares entre 
la ecuación de Richards y la logística así como entre Richards y Weibull. 
 
Por lo que respecta a los parámetros de interés c y C50, en todos los casos 
. No obstante, los intervalos de confianza son inferiores en las estimaciones 
producidas por la ecuación de Richards. Teniendo en cuenta el valor de ambos 
parámetros se puede afirmar que las  del gr  B son 
estadísticamente diferentes (
os resultados de com aración de  que se obt ieron fueron 
similares a los obtenidos por Guescini y col. (2008). Estos autores también 
encontraron que la ecuación de Richards era la ejor candidat decir las 
curvas generadas en reacciones de PCR a tiempo real (fluorescencia  ciclos). Sin 
embargo, en su caso, el modelo propuesto presenta cinco parámetros frente al aquí 
desarrollado que desestim enada en el origen no necesaria para modelar 
nuestro conjunto de datos experimentales. 
n cuanto a la ele e c ó C  como parámetro de comparación y 
sustituto del Ct, se llevó a cabo un ensayo de exclusividad con diversas muestras 
no diana para el sistema MAC. La tabla 3.3 recopila el valor de ambos parámetros y 
el análisis estadístico correspondiente a los ajustes numéricos. Es destacable 
mencionar que en ninguno de los ajustes se obtu ieron valores eriores a 
0,9997.  
estras corre tes a Macruronus sp. present maciones 
e c con diferencias estadísticamente no significativas (P>0,05). Los valores 
medios de C50 y c en el sistema MAC, para dichas muestras, (21,93±4,29 y 
fueron estadísticamente significativos para un =0,05 (tabla 3.2). Como era 
previsible su valor fue muy similar independientemente del modelo matemático 
empleado, moviéndose el C50 alrededor de 23 y 37 para las muestras del grupo A y 
B respectivamente. Por su parte, c se situó cercana a 17 para el grupo A y 33 en el 
B
muestras upo A y
P<0,05).  
 
L p ecuaciones uv
m a para pre
vs.
a la ord
 
E cción entr 50
v de R2aj inf
 
Las mu spondien aron esti
d
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16,43±0,23 respectivamente) fueron significativamente muy inferiores a los 
lo tanto se 
seleccionó c como parámetro a utilizar para la comparación de muestras a lo largo 
de esta
(=0,05) y sus correspondientes p-valores. 
observados para muestras no diana (P<0,05) (tabla 3.3). Sin embargo, los 
intervalos de confianza menores para c hacen que este parámetro sea menos 
sensible al error experimental derivado de la asimetría que presentan los perfiles 
cinéticos de la PCR, y por lo tanto un poco más robusto que C50. Por 
 memoria. 
 
Tabla 3.3: Valores de los parámetros C50 y c obtenidos de los ajustes de la ecuación de 
Richards a dos muestras Macruronus sp. (MNOV) y 6 no Macruronus sp. (NO MNOV). Los 
intervalos de confianza se definieron para un =0,05. Se destacan también los valores del 
coeficiente de determinación múltiple ajustado, los cocientes del valor de la F de Fisher 
       
Muestras C50 c R2aju F-cociente p-valor             
MNOV 21,59±0,08 16,41±0,12 0,9997 33821,5 <0,0001 
MNOV 22,26±0,06 16,45±0,09 0,9998 79782,1 <0,0001 
NO MNOV 42,12±1,55 35,08±0,21 0,9999 72081,1 <0,0001 
NO MNOV 46,16±6,10 38,27±1,66 0,9998 42892,3 <0,0001 
NO MNOV 41,18±0,92 34,42±0,1 0,9999 116682,1 <0,0001 
NO MNOV 42,42±1,75 35,37±0,26 0,9999 66826,4 <0,0001 
NO MNOV 39,92±0,60 33,28±0,05 0,9999 139964,5 <0,0001 
NO MNOV 45,73±5,97 38,14±1,54 0,9998 39733,3 <0,0001       
 
Tal y como se ha comentado anteriormente, el valor de Ct de una muestra 
dependerá del nivel umbral (threshold) fijado dentro de la fase exponencial, en 
cualquier punto de la misma. Del mismo modo el umbral es único para todas las 
muestras analizadas en un mismo ensayo, es decir, no es individual para cada una 
de las 
para muestras con amplificación más temprana dicho umbral se situará 
antes de su fase exponencial y por lo tanto de manera incorrecta. Esta situación 
plante
curvas de amplificación. El programa informático fijará el umbral en función 
de la muestra que presente la amplificación más tardía. Por lo tanto puede darse el 
caso de que en ensayos de exclusividad con muestras que pueden presentar 
reacción cruzada, el umbral se fijará en función de la muestra que presente una 
ampliación más tardía para que el umbral se sitúe en su fase exponencial. Por el 
contrario, 
a la modificación manual del umbral bajo el criterio del analista. En la tabla 
3.4 se muestran un ejemplo de dicha variabilidad con los valores de Ct para 10 
muestras Macruronus sp. para dos umbrales distintos, ambos en fase exponencial 
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y establecidos por el programa informático de Applied Biosystems como el óptimo 
para dos versiones distintas del mismo programa. Del mismo modo, se exponen los 
valores únicos de c calculados a partir de la ecuación de Richards con 4 
parámetros para los mismos datos de fluorescencia.  
 
Tabla 3.4. Valores de c y Ct obtenidos con los umbrales 0,322 y 0,476, para 10 muestras 
Macruronus. 
 
   Muestra Ct 0,322 Ct 0,476 c 
   MNOV1 17,18 18,17 17,34 
MNOV2 17,01 18,00 17,12 
MNOV3 16,31 17,34 16,45 
MNOV4 17,84 18,85 18,08 
MNOV5 17,26 18,27 17,50 
MNOV6 16,71
MNOV7 16,11 
 17,74 16,84 
17,12 16,19 
MNOV8 16,47 17,50 16,68 
MNOV9 17,62 18,63 17,
MNOV10 16,82 17,83 16,8
73 
6 
 
omo rec na d  de u d de os 
v cul  um 22 lculad l de 0,476. Esta 
d pue elev nsayo ntific espe  sí 
lo say tific e en so pe riaci los 
v  Ct ferencias en la cuantificación del ADN, 
uesto que una diferencia de una unidad de Ct supone el doble de la cantidad de 
ADN. E
m c
C se puede ap iar existe u iferencia na unida Ct entre l
alores cal ados con el bral de 0,3 y los ca os con e
iferencia de no ser r ante en e s de ide ación de cies pero
 es en en os de cuan ación, ya qu  ese ca queñas va ones en 
alore  des  se t aducen en grandes dir
p
n una dilución seriada, con un factor de dilución 2, la diferencia entre una 
dilución y la siguiente es de 1 Ct más en ésta última. 
 
3.3.3 OPTIMIZACIÓN DE SISTEMAS 
 
Con el fin de identificar las concentraciones óptimas de cebadores y sondas 
de los sistemas desarrollados se diseñó un ensayo con nueve combinaciones de 3 
concentraciones de cebador directo (50, 300 y 900 nM) y 3 concentraciones de 
cebador reverso (50, 300 y 900 nM) para cada unos de los sistemas. La 
concentración óptima de cada pareja de cebadores fue aquella que proporcionó la 
mayor señal de fluorescencia máxima (F ) y el valor más bajo posible de   para 
una muestra de la especie diana. En la tabla 3.5 se recogen los resultados de estos 
ensayos para los distintos sistemas.  
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Las concentraciones más adecuadas para cada uno de los sistemas varió 
desde la combinación 900 nM/900 nM (cebador directo/cebador reverso) en los 
sistemas HAKE y MMER_VIC hasta la combinación 50 nM/300 nM y 50 nM/900 
nM para MLL y MAC, respectivamente, pasando por 300 nM/900 nM en MMER y 
AG1. 
Una vez seleccionado la combinación ideal de cebadores se optimizó la 
concentración de sonda siguiendo o o. A odo de ejemplo, la figura 
3.3 recoge la evolución del proceso de amplificación con el aumento de la 
concentración de sonda desde 25 a 225 nM en los sistemas MAC y MMER_VIC. En 
ambos casos y en el resto de sistemas se ob un nto significativo y lineal 
de Fm con el incremento nce n da
 
De los ensayos d za e s se ce que, el aumento de 
fluorescencia máxima con el i
 
 
 
 
 
 
 
R
 
el mism  criteri m
servó  aume
en la co ntració  de son .  
e optimi ción d onda  dedu
ncremento de la concentración de sonda parece 
indicar un aumento ilimitado de la fluorescencia y por lo tanto un óptimo muy 
superior al máximo nivel de sonda aquí estudiado. Por lo que se considera que la 
opción de compromiso más adecuada, con el fin de reducir excesivos costes de 
reactivo, es la de emplear sondas a la concentración más alta ensayada (225 nM). 
Opción que se llevó a cabo en todos los casos menos en el sistema MLL, en el que 
se seleccionó la concentración de 200 nM, por observarse resultados muy 
similares a los de la concentración máxima ensayada. 
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Tabla 3
 
.5: Valores de los parámetros (Fm y c), con sus correspondientes intervalos de 
confianza, obtenidos del ajuste de las curvas de fluorescencia de cada uno de los sistemas 
estudiados a las concentraciones de cebadores indicadas. En sombreado se resaltan las 
concentraciones de cebadores elegidas como óptimas para cada uno de los sistemas. 
      
 
            
  Reverso (nM) 
S Directo (nM) Parámetrosistema  50 300 900             
Fm 0,06±0,00 0,17±0,01 0,23±0,02 50 
c
c 20,20±0,39 18,00±0,39 18,22±0,42           
Fm 0,20±0,00 0,78±0,01 0,68±0,04 300   16,85±0,26 15,94±0,16 15,91±0,42           
Fm 0,18±0,01 0,66±0,01 1,35±0,07 
AKE 
900 
H
c 17,17±0,31 16,52±0,08 17,16±0,32             
Fm 0,19±0,00 0,38±0,01 0,46±0,01 50  24,39±0,08 24,89±0,11 24,93±0,10     
m 0,02 1,14±0,03 300 c 16,73±0,31 17,21±0,25 17,22±0,29        
c       
F  0,45±0,01 1,01±
MMER_V  IC
   
Fm 0,62±0,02 1,25±0,01 1,53±0,03 900 c 16,01±0,41 17,30±0,15 17,07±0,25             
Fm 0,22±0,00 0,68±0,03 0,86±0,04 50 c 17,32±0,13 16,88±0,36 16,66±0,37           
Fm 0,66±0,02 1,98±0,15 2,59±0,23 
300 c 15,22±0,29 16,60±0,39 16,80±0,42           
Fm 0,77±0,02 2,64±0,23 2,99±0,29 900 
MMER 
c 15,74±0,29 17,02±0,41 17,13±0,43             
Fm 0,86±0,04 1,23±0,03 1,51±0,04 50  27,46±0,10 22,37±0,15 22,22±0,18           
Fm 1,34±0,04 1,95±0,04 2,19±0,04 
c 26,83±0,07 22,41±0,14 300 22,20±0,14           
Fm 1,38±0,03 1,87±0,03 1,94±0,03 
R
900 c 27,27±0,05 22,71±0,10 22,474±0,104       
AG1 
      
Fm 5,38±0,56 18,24±11,80 19,33±13,83 50 c 22,013±0,294 24,44±1,45 25,01±1,83           
Fm 4,14±0,13 6,59±0,47 7,69±0,57 300 c 20,98±0,20 20,20±0,35 20,20±0,36           
Fm 3,94±0,09 7,15±0,43 7,17±0,42 
MLL 
900  21,19±0,16 20,39±0,33 20,33±0,34             
Fm 2,50±0,07 4,24±0,023 4,26±0,03 50 c 17,02±0,30 17,65±0,09 17,63±0,12           
Fm 2,09±0,05 3,94±0,02 3,94±0,03 300 c 16,96±0,29 17,70±0,07 17,83±0,10           
Fm 2,05±0,05 3,622±0,02 4,027±0,03 
MAC 
900 c 17,09±0,30 18,01±0,08 18,11±0,10       
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Figu  3.3 Amplificaciones de los sistema ER_ s concentraciones 
de sonda (25-22 con las r iones d irecto dicada a 
3.5. Datos experimentales ajus os a la e Ri barras  
corresponden con los intervalos de confianza para un nivel de significación del 95% y un 
 
3.3.4 D MINACI  LA EFICIENCIA 
 
Los ensayos de eficien  cons a re  rect  
 de un e o de ADN  la especie diana con una  concentración de ADN 
inicial de 50 ng μl o 100 n l dependiendo del sistema, a partir de la cual se 
llev ron a ca a serie d dilucio as. Inicialmente, las curvas de 
amplificación de los diferentes sistemas se ajustaron a la ecuación de Richards 
[14] (figuras 3.4A y 3.4B, izquierda) observándose un a  
istencia e  correlaci s entre xpe y los valores que 
predice el model  matemátic 2aj>0,9
 
Una vez obtenidos los valores de  cada una de las diluciones 
ensayadas se estableció una ción lin icho  el loga  
cantidad de ADN de cada dilución (figuras 3.4A y 3.4B, derecha). El 
correspondien lor de la diente en e e la ef ) 
de cada sistema (tabla 3.6) por medio de la ec
M
50 nM
75 nM
 nM
M
ra s MAC y MM VIC a istintad
5 nM) elac e cebador d  y reverso in s en la tabl
tad  ecuación d chards. Las  de error se
n=3. 
ETER Ó  DEN
cia istiero  en ln alización de as patrón a
partir xtract  de
/ g μ/
a bo un e nes seriad
lto nivel de significación y
cons n las one  los datos e rimentales 
o o (R 935). 
c para
 r lae eal entre d s valores y ritmo de la
te va pen se empleó l cálculo d iciencia (%
uación [5]. 
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Figura 3.4A. Izquierda: Amplificaciones de los sistemas HAKE, MAC y RAG1 para distintas 
cantidades finales de ADN. Los datos experimentales (puntos) se ajustaron a la ecuación 
de Richards [14] (líneas). Los niveles de ADN ens
(rojo), 1 (marrón), 0,1 (amarillo), 0,01 (verde), 0,00

c
=22,55 - 3,59 log (ng ADN)
R2=0,9995

c
=22,26 - 3,51 log (ng ADN)
R2=0,9994

c
=27,97 - 3,03 log (ng ADN)
R2=0,9930
ayados fueron (en ng): 100 (negro), 10 
1 (azul) y 0,0001 (fucsia). Las barras de 
rror se corresponden con los intervalos de confianza (IC) para un nivel de significación del 
 variable de 3 a 36 dependiendo de las replicas realizadas en cada caso. 
Derech
e
95% y un n
a: Correlaciones lineales entre el parámetro c y el logaritmo de la cantidad de ADN 
con las correspondientes barras de error  (IC para =0,05). 
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Figura 3.4B. Izquierda: Amplificaciones de los sistemas MLL, MMER y MMER_VIC para 
distintas cantidades finales de ADN. Los datos experimentales (puntos) fueron ajustados a 
la ecuación de Richards [14] (líneas). Las cantidades de ADN ensayadas para el sistema 
MMER fueron (en ng): 200 (negro), 20 (rojo), 2 (marrón), 0,2 (amarillo), 0,02 (verde), 0,002 
(azul). Para el resto de los sistemas las cantidades estudiadas variaron de 100 a 0,00001 
ng de ADN. La representación gráfica de las mismas se realizó empleando la misma 
relación de colores establecida en la figura 3.4A. Derecha: Correlaciones lineales entre el 
parámetro c y el logaritmo de la cantidad de ADN. El resto de condiciones fueron similares 
a las definidas en la figura 3.4A. 
 
Tabla 3.6: Valores de eficiencia (%) de los seis sistemas diseñados. 
     
Sistema Eficiencia (%)  Sistema Eficiencia (%)           
 HAKE 89,91 MLL 99,66 
MAC 92,71  MMER 92,71 
RAG1 113,81  MMER_VIC 84,48      
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Si bien con anterioridad se mencionó como opción más correcta el cálculo 
de la eficiencia para cada una de las amplificaciones, esto no se ha llevado a cabo 
en este trabajo. Inicialmente sí se empleó un método para calcular las eficiencias 
de modo independiente mediante la utilización del programa informático 
LinRegPCR desarrollado por Ramarkes y col (2003). Este método se basa en 
representar de forma logarítmica la fluorescencia frente a los ciclos de la PCR. El 
programa identifica la fase exponencial de cada una de las curvas de amplificación 
y traza una línea de regresión sobre los puntos de dicha fase, entre 4 y 6 puntos. 
De dicha recta de regresión se obtiene la pendiente y por lo tanto el valor de la 
eficiencia al aplicar la ecuación [5]. En la tabla 3.7 se muestra un ejemplo de los 
resultados obtenidos al aplicar este método para el cálculo de la eficiencia en la 
recta patrón del sistema MLL.  
 
Tabla 3.7. Eficiencias individuales  de las curvas de amplificación de los puntos de 
la recta patrón MLL obtenidas con el programa LingRegPCR. Opción A: valores de  
eficiencia cuando se opta por mantener el mayor R2 en cada una de las rectas de 
regresión. Opción B: valores de eficiencia cuando se mantiene ésta lo más parecida posible 
entre las réplicas, independientemente de los puntos que se seleccionan para hacer la 
regresión lineal. Opción C: valores de eficiencia cuando se opta por seleccionar el mismo 
número de puntos para cada una de las réplicas. 
 
    Muestra (ng) Opción A Opción B Opción C 
    
100 1,94 1,99 1,99 
100 2,02 2,02 2,12 
10 1,85 2,00 1,91 
10 2,35 2,00 2,00 
1 1,78 1,99 1,83 
1 1,84 2,00 1,93 
0,1 1,89 1,93 1,90 
0,1 1,78 1,93 1,93 
0,01 1,82 1,91 1,87 
0,01 1,81 1,90 1,81 
 
Uno de los inconvenientes de este método se encuentra en la subjetividad 
el mismo ya que dependiendo del número de puntos que se incluyan en la 
elabor el analista, el 
valor de la eficiencia varía considerablemente. La subjetividad se intensifica si  se 
emplea más de una réplica p stra y l cionar los mismos 
puntos para todas las réplicas y obtener una mayor variabilidad en los valores de 
eficiencias (opción C) o bien seleccionar los puntos con los que se obtenga menor 
diferencia entre las eficiencias de las réplicas (opción B). Del mismo modo si el 
d
ación de la recta de regresión, hecho que depende del criterio d
or mue , a que es posib e selec
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criterio
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 que se selecciona es tener el mayor coeficiente de determinación, R2, 
(Opción A) los valores de eficiencia varían considerablemente entre réplicas. Por lo 
tanto se trata de un método sometido a una alta variabilidad de interpretación que 
no mejora los resultados obtenidos con el cálculo convencional de la eficiencia. Por 
este motivo se desestimó la opción de calcular de manera independiente la 
eficiencia ya que a continuación se va a emplear de modo comparativo en la 
cuantificación relativa.  
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 153
de los tres modelos mediante los criterios de Akaike y 
ayes. 
Asimismo, las ecuaciones estudiadas aportan parámetros como C50 y c que 
efinen muy bien importantes aspectos geométricos del proceso de la PCR, siendo 
c, obtenido de la ecuación de Richards, el mejor candidato como parámetro 
 Ct, por ser menos sensible al error experimental que C50. 
 
La utilización de la ecuación de Richards, para ajustar los datos de una 
c, con fines 
os de datos de distintos ensayos, evita la subjetividad derivada del 
método Ct. Por otra parte se obtienen los intervalos de confianza de c, datos que 
no aportan los autores Guescini y col. (2008) con un modelo de cinco parámetros.  
A pesar de tratarse de un método más complejo que cualquier método 
benchmarks” no supone un problema ya que existen programas informáticos y 
hojas de cálculo que realizan el ajuste y la obtención de los parámetros de modo 
tware 
3.4. CONCLUSIONES 
 
 Las ecuaciones Logística, Weibull y de Richards ajustaron de forma robusta 
y consistente el perfil de los datos de una reacción de PCR a tiempo real, siendo la 
de Richards (con cuatro parámetros) la que mejores resultados generó en función 
de los resultados obtenidos después de aplicar un test de consistencia de Fisher y 
la comparación directa 
B
 
d

sustituto de
 
 
reacción de PCR, y por consiguiente el empleo del valor de 
comparativ
 
“
simple y rápido. Al igual que dicha aplicación se podría incluir en el propio sof
del equipo de PCR a tiempo real.  
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CAPÍTULO  4.  SISTEMAS  DE  IDENTIFICACIÓN  MEDIANTE 
PCR A TIEMPO REAL 
 
 4.1 INTRODUCCIÓN 
 
Tal y como se describe en la introducción de esta tesis, las aplicaciones más 
comunes de la PCR a tiempo real se dirigen a la expresión genética, diagnóstico del 
cáncer y la identificación y cuantificación de organismos patógenos (Mackay 2004, 
Kubista y col. 2006; Gibson 2006). Con el paso del tiempo, su aplicación se ha 
extendido a áreas que en un principio parecen muy dispares, como puede ser la 
tecnología de alimentos, donde se aplica esta técnica para la identificación y/o 
cuantificación de un organismo patógeno presente en un alimento o bien para la 
identificación de una determinada especie como ingrediente en un alimento 
(Reischl y col. 2001, Levin 2004, Ponchel 2009). Sin embargo, a pesar de perseguir 
un fin distinto, la metodología es similar.  
  
Si bien la PCR a tiempo real no es la única técnica existente basada en el 
análisis de ADN para la identificación de especies de pescado en productos 
comerciales (Bertoja y col. 2009, Sánchez y col. 2009, Herrero y col. 2010), sí es 
una de las que más ventajas presentan, ya que, a parte de la identificación, 
también es posible la cuantificación (López y Pardo 2005; Nagase y col. 2010, 
Benedetto y col. 2011). La sensibilidad de esta técnica, con un rango de detección 
de hasta 8 órdenes de magnitud, es mayor que la ofrecida por técnicas como la 
PCR especie-específica, PCR-RFLPs o SSCPs. Por otra parte no es necesario un 
análisis a punto final mediante migración electroforética, como es el caso de éstas 
últimas.  
 
Su gran ventaja con respecto a otra de las técnicas más utilizadas en 
identificación de especies en alimentos, la técnica FINS, radica en que puede ser 
utilizada para la identificación de una determinada especie en un producto con  
mezcla de otras especies, lo cual no sería posible con la técnica FINS a no ser que 
previamente se realizara una etapa de clonación. Este procedimiento alargaría el 
proceso de identificación y el coste sería superior.  
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 En este capítulo se plantean como objetivos: 
 
Evaluar la capacidad identificativa de 6 sistemas TaqMan-MGB de PCR a 
empo real diseñados en este trabajo y descritos en el capítulo 2. La selección de 
 con una importante relevancia comercial, se basó 
n la detección de polimorfismos específicos de especie en las secuencias de los 
cebado
TERIAL Y MÉTODOS 
 
mente. Para los sistemas de género, HAKE, MLL y RAG1 se analizaron 40 
ejemplares pertenecientes a 11 especies del género Merluccius (4 individuos por 
especi
ti
dichos sistemas, para especies
e
res y sondas. Así, fueron seleccionados para su evaluación los dos sistemas 
diseñados para la especie Merluccius merluccius, MMER y MMER_VIC, tres 
sistemas específicos del género Merluccius, incluyendo el sistema HAKE diseñado 
en ADN mitocondrial y los sistemas MLL y RAG1, localizados en ADN nuclear y el 
último, MAC, corresponde al único seleccionado para el género Macruronus y 
diseñado en el fragmento Kocher del citocromo b. 
 
Asimismo, comprobar la eficacia y validar un sistema TaqMan-MGB 
específico para la detección de M. merluccius en muestras comerciales. 
 
4.2 MA
4.2.1 MUESTRAS ANALIZADAS 
 
En la determinación de la especificidad de los sistemas se emplearon 
diferentes individuos del taxón diana (inclusividad) de cada uno de los sistemas, 
mientras que para la determinación de posibles reacciones cruzadas se utilizaron 
ejemplares pertenecientes a otras especies (exclusividad). El número de individuos 
de referencia empleados en los ensayos de inclusividad del sistema de género MAC 
y de los dos sistemas especie-específico de M. merluccius fue de 28 y 29 
respectiva
e a excepción de M. albidus con 2 ejemplares). Para los ensayos de 
exclusividad se emplearon especímenes de entre 19 y 29 especies no diana de 
distintos géneros y órdenes (tabla 4.1). Para validar la capacidad identificativa del 
sistema MMER_VIC en muestras comerciales se emplearon 31 muestras 
adquiridas en diversos mercados locales y grandes superficies. 
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En este capítulo los términos muestra, ejemplar, individuo y espécimen se 
mplearán como sinónimos. e
 
Tabla 4.1. Nombre de las especies de referencia, código y número de individuos 
empleados de cada especie (N) en los ensayos de inclusividad y exclusividad. * Se 
emplearon 4 ejemplares de la especie M. merluccius en el ensayo de inclusividad de los 
sistemas del género Merluccius y 29 en el de inclusividad de especie. 
 
ESPECIE CÓDIGO N ESPECIE CÓDIGO N 
O. Gadiformes   O. Lophiiformes   
F. Gadidae   F. Lophiidae   
Brosme brosme BBRO 1 Lophius piscatorius LPIS 1 
Gadus morhua GMOR 1 O. Perciformes   
Melanogrammus aeglefinus MAEG 1 F. Sparidae   
Merlangius merlangus MMERL 1 Sparus aurata SAUR 1 
Micromesistius poutassou MPOU 1 O. Pleu
Molva dypterygia  MDYP 1 F. Sco
ronectiformes   
phthalmidae   
Molva molva MMOL 1 Psetta maximus  PMAX 1 
Pollachius pollachius PPOL 1 F. Soleidae   
Pollac
 
Trisopterus minutus TMIN 1 Oncorhynchus mykiss OMYK 1 
F.  Merlucciidae   Salmo salar SSAL 1 
Macru     
Merlucci    
Merluccius australis MAUS 4    
Merluccius bilinearis MBIL 4    
Merlu     
Merluccius gayi MGAY 4    
Merluccius hubbsi MHUB 4    
Merlu
Merlu
hius virens PVIR 1 Solea solea SSOL 1 
Theragra chalcogramma TCHA 1 O. Salmoniformes   
Trisopterus luscus TLUS 1 F. Salmonidae  
ronus novaezelandiae MNOV 28
us albidus MALB 2 
ccius capensis MCAP 4
ccius merluccius MMER 4/29*    
ccius paradoxus MPAR 4    
Merluccius polli MPOL 4    
Merluccius productus MPRO 4    
Merluccius senegalensis MSEN 4    
      
 
4.2.2 CONDICIONES DE PCR 
 
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 o 20 μL 
dependiendo del termociclador empleado, tal y como se ha descrito en el capítulo 
3, utilizando para cada sistema las concentraciones óptimas de cebadores y 
sondas (tabla 3.5 página 147). La cantidad de ADN molde añadida a cada reacción 
fue de 25 ng (12,5 ng/μL). El ADN de cada individuo se analizó por triplicado. 
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4.2.3 ANÁLISIS DE DATOS 
 
Los datos de fluorescencia obtenidos en los ensayos de PCR a tiempo real 
c
medio del test de la t de Student para con los grados de libertad 
correspondientes para cada ensayo (Milton 2
 
ce bteni en o de am ificación (c lo 
4  más tiliza  e iencia e 
e  m de flu esc sidera  una mue tra 
p  como muestra con resultado negativo
c enci el cicl 0 presen por d ha 
d
 
S SCUS N 
P R a tiempo real cuya unción vay  a 
ser la de identificar una especie determinada, y por consiguiente diferenciarla de 
o nética ercialmente cercanas, es necesario conocer su 
e
 
Tal y como se describió en el capítulo 3, una vez establecido el modelo 
matemático de Richards con cuatro parámetros como el más adecuado para 
describir correctamente las cinéticas de amplificación del proceso de PCR a tiempo 
real, el siguiente paso consistió en evaluar su validez en ensayos de inclusividad y 
exclusividad, esto es, en distintos individuos de la especie diana (inclusividad) e 
individuos de diferentes especies de pescado distintas a la especie diana 
(exclusividad) para cada uno de los 6 sistemas seleccionados.  
 
 
 
 
se trataron con el modelo matemático de Richards reparametrizado (ecuación 14, 
capítulo 3) para obtener el parámetro c de cada muestra. El valor c medio de las 
uestras diana se comparó con el valor   medio de las muestras no diana por m
=0,05, 
001).  
El valor de fluores ncia o do  el último cicl pl ic
0) para la dilución  baja u da n la estimación de la efic  s
stableció como límite ínimo or encia para con r s
ositiva.Se asumirá  de amplificación aquella 
uyo valor de fluoresc a en o 4 sea inferior al tado ic
ilución.  
4.3 RESULTADO  Y DI IÓ
 
Para la evaluación de un sistema de C  f a
tras especies filoge  o com
specificidad.  
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4.3.1 SISTEMA MAC 
 
Este sistema, localizado en el gen citocromo b del ADN mitocondrial, fue 
diseñado para la identificación del género Macruronus. El valor medio de c en el 
sistema MAC para ejemplares de la especie diana es de  17,07± 0,24. Por el 
contrario, la mayor parte de los ejemplares que representan a especies no diana no 
muestran una señal positiva (tabla 4.2; figura 4.1) y las que sí lo hacen es con un 
valor medio de 34,52 ± 0,73, significativamente distinto (P<0,05) al presentado 
or un ejemplar Macruronus sp.  p
 
Tabla 4.2. Valores de c con sus correspondientes intervalos de confianza (IC) obtenidos en 
tiempo real MAC. La señal negativa se indica con un guión (-). 
 
    
los ensayos de inclusividad y exclusividad realizados con el sistema TaqMan de PCR a 
     
 INCLUSIVIDAD EXCLUSIVIDAD 
                  
Muestra c±IC Muestra c±IC  Muestra c±IC Muestra c±IC 
                  
MNOV1 17,34±0,09 MNOV17 16,44±0,07 MMER    - MMERL - 
MNOV2 17,12±0,09 MNOV18 17,88±0,08 MPAR     35,33±0,34 BBRO - 
MNOV3 16,45±0,09 MNOV19 16,71±0,08  MCAP - TCHAL - 
MNOV4 18,08±0,06 MNOV20 17,47±0,08 MSEN     33,02±0,66 MMOL - 
MNOV5 17,50±0,08 MNOV21 16,50±0,08 MPOL     34,40±0,54 PVIR - 
MNOV6 16,84±0,08 MNOV22 16,51±0,08  MBIL 33,27±0,45 GMOR - 
16,19±0,07 MNOV23 17,90±0,07  MALB 34,33±0,43 MNOV7  PPOL 
MN
- 
OV8 16,68±0,08 MNOV24 17,48±0,08  MPRO 34,23±0,49 MDYP - 
OV9 17,73±0,09MN  MNOV25 17,44±0,06  MAUS 35,91±0,38 MAEG 35,13±0,4  3
MNOV10 0,0816,86± MNOV26 16,31±0,08 MGAY    - MPOU - 
MNOV11 17,66±0,09 MNOV27 16,49±0,08 MHUB    - SSOL - 
MNOV12 16,50±0,07 MNOV28  17,64±0,08 OMYK    - PMAX - 
MNOV13 16,01±0,08    SSAL - TLUS 35,05±0,7  8
MNOV14 17,35±0,06    SAUR -   
OV15 16,78±0,09MN     LPIS -   
OV16 18,20±0,07MN     TMIN -   
         
 
Los intervalos de confianza mostrados por los ejemplares de las especies no 
diana, que presentaron una señal positiva, son considerablemente más elevados 
que los calculados para los ejemplares diana. Ello podría indicar la baja 
complementariedad de la sonda MAC con las secuencias no diana. 
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Figura 4.1. Representación gráfica de las amplificaciones de las muestras diana (A) y no 
 utores como Fajardo y col. (2008) obtienen valores similares en su trabajo 
de detección cies distintas de cérvidos en me  median
as mi dria  ens YBR o un v
io d s d 19,26 ientr para s 
cies  d d   De o esviac  
dar  c ia a iana. Esta 
sa r a i mp el t
5) y n n ult ntificac  
 de ó
 
 
 
 
 
 
A B  
A  B
diana (B) del sistema MAC. En la figura B se incluye una muestra diana como control 
positivo (color lila). 
 
A
 de tres espe zclas cárnic sa te 
sistem to onc les  cony ayo S  Green. Estos autores btie en n a r lo
med e Ct para una de la  especies iana de  m as que la
espe  no diana el valor me io de Ct es e 33,37. l mis o mm do, la d ión
están  es mucho mayor para las espe ies no d na que par  las d
esca eacción cruz da tamb én se conte la en rabajo de López-Andreo y col. 
(200  que no impide obte er unos bue os res ados tanto de ide ión
como  cuantificaci n. 
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4.3.2 SISTEMA MMER 
Para la identificación de la merluza europea se seleccionaron los sistemas 
mitocondriales MMER y MMER_VIC diseñados en la región control. A continuación 
se detallan los resultados obtenidos en los ensayos de inclusividad y exclusividad. 
 
Tabla 4.3. Valores de c con sus correspondientes intervalos de confianza (IC) obtenidos en 
los ensayos de inclusividad y exclusividad realizados con el sistema TaqMan de PCR a 
real MMER. MNOV(M): Macruronus no ndiae magellanicus. MNOV(N): 
cruronus novaezelandiae novaezelandiae. 
 
vaezelatiempo 
Ma
 
         
INCLUSIVIDAD  EXCLUSIVIDAD 
                  
Mue Muestra c±IC stra c±IC  Muestra c±IC Muestra c±IC                   
 MMER186 18,38±0,35 MMER322 17,67±0,70  MPAR 25,57±0,20 MMERL - 
MMER190 18,55±0,34 MMER323 18,20±0,33  MCAP 18,55±0,35 BBRO - 
R197 18,64±0,34 MMER324 17,60±0,36MME   MSEN - TCHAL - 
R199 18,49±0,35 MMER325 17,69±0,35MME   MPOL - MMOL - 
R311 18,28±0,36 MMER326 18,00±0,34MME   MBIL 28,28±0,21 PVIR - 
17,94±0,35 MMER327 18,36±0,31MMER312    MALB - GMOR - 
R313 18,01±0,35 MMER328 18,31±0,34MME   MPRO - PPOL - 
R314 18,72±0,34 MMER329 17,95±0,25MME   MAUS - MDYP - 
R315 18,09±0,35 MMER330 17,66±0,25MME   MGAY - MNOV(M) - 
R316 17,67±0,35 MMER331 18,10±0,34MME   MHUB - MNOV (N) - 
18,37±0,33 MMER332 18,26±0,35MMER317   OMYK - MAEG 
R318 18,11±0,34 MMER333 17,73±0,35
- 
MME   SSAL - MPOU - 
R319 17,56±0,33 MMER335 17,88±0,35MME   SAUR - SSOL - 
18,32±0,25 MMER336 17,11±0,35MMER320   LPIS - PMAX - 
R321 17,67±0,70  MME   TMIN - TLUS -          
 
La media del valor de c para las 29 muestras Merluccius merluccius fue de 
8,05±0,14, indicando que las diferencias entre ejemplares de la misma especie 
on muy pequeñas. De los 30 ejemplares no diana incluidos en el ensayo de 
xclusividad, únicamente los pertenecientes a las especies M. paradoxus, M. 
apensis y M. bilinearis mostraron una amplificación positiva. La especie M. 
aradoxus presenta en la región de la sonda una única posición polimórfica con 
specto a la secuencia diana. Un cambio de una guanina por una adenina que 
resenta la especie diana. Esta diferencia, sumada a la existencia de otros cuatro 
ucleótidos distintos en la secuencia del cebador reverso, hace que el valor medio 
e c para esta especie se desplace hasta 25,57 (figura 4.2B curva color rosa).  
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Figura 4.2. Representación gráfica de as am lificaciones de las muestras diana (A) y no 
iana (B) de sistema MMER. En la figura B e inc ye una muestra diana como contr l 
tivo (co o). E se repr  la plifi  de ra MCA
 
e e s al ro  adas en  
o la  que  pre diferenci  
c o  
o r  a ebado s pro  una men  
 men el valo c (2 1, figu  
c a v  s par los e  MBIL y 
 c e al  medi de lo plares M. 
c l  de ADN (25 ng). Dichos 
al val r presenta o por u a tra de  espe na con un  
antidad de ADN dos órdenes de magnitud menor. Por el contrario, el resultado 
mostra c
B
 l p
d l s lu o
posi lor roj n negro esenta cu
 A 
rva de am cación  la muest P. 
 MerlucciusDe las 10 species p rteneciente   géne emple el
ensay  de exclusividad, M. biliniaris es  única no senta as
nucleotídicas en la secuen ia de la s nda. Sin embargo la existencia de 2
posici nes polimó ficas en la secuencia de mbos c re vocan or
eficiencia en la PCR y por lo tanto un au to en r 8,28±0,2 ra
4.2B urva color zul). Los alores de c obtenido a jemplares
MPAR son signifi ativament  superiores valor o s ejem
merlu cius (18,05±0,14) uti izando la misma cantidad
valores equ alen iv o d n  m esu la cie dia a
c
do por el ejemplar de la especie M. capensis, presenta un valor de   
positivo (18,55±0,35) muy similar al correspondiente a una muestra diana (figura 
4.2B curva color negro). Este resultado está relacionado con la presencia de un 
único nucleótido de diferencia en la secuencia de la sonda, en este caso una timina 
en vez de una citosina, y de un único nucleótido de diferencia en el cebador directo 
y ninguno en el reverso. Por lo tanto si se analizara una muestra problema no sería 
posible discriminar entre la especie diana y la especie M. capensis.  
 
 
 
 
 
 164
Capítulo 4 
4.3.3 SISTEMA MMER_VIC 
 
Al igual que el sistema MMER, este sistema fue diseñado para la 
identificación exclusiva de la merluza europea en la región control del ADN 
mitocondrial. En la tabla 4.4 se muestran los resultados de c obtenidos en los 
ensayos de inclusividad y exclusividad en los que se emplearon las mismas 
muestras que en el sistema anterior. Estas son, 29 ejemplares Merluccius 
merluccius y otras 29 especies no diana, de las cuales 10 son especies del género 
erluccius y las restantes 20 muestras (19 especies) pertenecen a distintos M
órdenes. 
 
Tabla 4.4. Valores de c con sus correspondientes intervalos de confianza (IC) obtenidos en 
los ens
tiempo
 
ayos de inclusividad y exclusividad realizados con el sistema TaqMan de PCR a 
 real MMER_VIC. MNOV(M): Macruronus novaezelandiae magellanicus. MNOV(N): 
Macruronus novaezelandiae novaezelandiae. 
         
INCLUSIVIDAD  EXCLUSIVIDAD 
                  
Mues ±IC ±IC tra c Muestra c  Muestra c±IC  ±IC  c Muestra c
                  
 MMER186 16,70±0,36 MMER322 16,80±0,29 MPAR - MMERL - 
MMER190 17,05±0,28 MMER323 16,49±0,26  MCAP - BBRO 33,18±0,  08
MMER197 17,37±0,27 MMER324 16,14±0,32  MSEN - TCHAL - 
R199 17,00±0,30 MMER325 16,40±0,30MME   MPOL - MMOL 32,91±0  ,11
MMER311 16,94±0,28 MMER326 17,03±0,26  MBIL - PVIR - 
R312 16,64±0,28 MMER327 16,86±0,28MME   MALB - GMOR - 
R313 16,63±0,34 MMER328 16,97±0,26MME   MPRO 29,77±0,10 PPOL 32,84±0  ,13
MMER314 17,63±0,30 MMER329 16,71±0,26  MAUS 34,10±0,13 MDYP 31,17±0,07 
MMER315 16,79±0,34 MMER330 16,08±0,34  MGAY - MNOV(M) - 
R316 16,42±0,33 MMER331 16,79±0,34MME   MHUB - MNOV (N) - 
17,36±0,26 MMER332 16,83±0,28MMER317   OMYK - MAEG 33,40±0,09 
MMER318 17,04±0,24 MMER333 16,40±0,31  SSAL - MPOU - 
16,21±0,28 MMER335 16,38±0,30MMER319   SAUR 32,17±0,07 SSOL - 
R320 16,94±0,30 MMER336 15,34±0,38MME   LPIS - PMAX - 
R321 16,56±0,26   MME  TMIN - TLUS 32,14±0,09 
         
 
El valor medio de c para las muestras diana fue de 16,71±0,17, siendo 
inferior al valor obtenido con el primer sistema específico de M. merluccius. A 
diferencia del sistema MMER, para este sistema ninguno de los ejemplares de las 
10 especies pertenecientes al género Merluccius presenta un valor de c próximo 
al de la merluza europea (figura 4.3). Se observa nula amplificación para los 
ejemplares de 8 de ellas y únicamente los individuos MPRO y MAUS presentan una 
reacción cruzada no significativa. 
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Figura 4.3.
A B 
 Representación gráfica de las amplificaciones de las muestras diana (A) y no 
diana (B) del sistema MMER_VIC. En la figura B se incluye una muestra diana como control 
positivo (color negro). 
olimórficas tanto en la secuencia de la 
onda com s cebado s del iste a MMER_VIC. Tal
omentado en el capítu  2, la me  de di renc as nucleo dicas en la egión de l  
onda para l sistema MMER_VIC e  de 5,
L e a directo  rever el s
e  (valor medio), mient e p
o di ión 
p p c gé c ambi
a e  u iliz en vi
e d s nética ente. mient
s  n
r  a  e 6 n rluccius s
egión e la sond  y ceb do cto y d  16 e evers
atos observados para las especies incluidas en dicho alineamiento (GMOR, PVIR, 
TCHA, 
ido a la detección de las especies Sus scrofa 
 
Este aumento en la especificidad, con respecto al sistema MMER, se debe al 
incremento en el número de posiciones p
s o en la de lo re  s m  y como se ha 
c lo dia fe i tí  r a
s e s 5 mientras que para el sistema MMER es 
de 2. as posicion s polimórficas de los ceb dores  y so en istema 
MMER_VIC son d  6 y 3 respectivamente ras qu ara el 
sistema MMER s n de 1 y 2 (valor me o). La nula o escasa amplificac
inespecífica con ADN de ejem lares de es e ies del nero Merlu cius t én era 
esper da para el r sto de los ejemplares t ados  el ensayo de exclusi dad ya 
que se tratan d  especies más aleja a  filoge m El alinea o 
realizado con las ecuencias de la regió  control (figura 3, anexo) mostró que el 
núme o medio de diferencias nucleotídic s n las secuencias o Me p 
era de 12 en la r  d a a r dire e n el r o. Los 
d
MAEG, MPOT y TMIN) muestran nula amplificación o una amplificación no 
significativa en el caso del ejemplar MAEG (33,40±0,09). Unos datos similares se 
obtuvieron para las restantes muestras incluidas en el ensayo de exclusividad. El 
valor medio de c para los ejemplares que mostraron reacción cruzada fue de  
32,41±1,00, lo suficientemente alto para ser significativamente distinto (P< 0,05) 
del valor medio esperado para una muestra diana (16,71±0,17). En trabajos como 
el de Kesmen y col (2009), dirig
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(cerdo), Equus sp (caballo) y Equus asinus (asno) en productos cárnicos, el diseño 
del sistema TaqMan especie-específico de Sus scrofa, en ADN mitocondrial, tiene 
en cuenta la existencia de 11 posiciones polimórficas en la sonda y de 6 y 7 en los 
cebadores con respecto a Equus sp. A pesar de este gran número de diferencias 
nucleotídicas se obtiene una reacción cruzada con un valor de Ct de 33,01, para 
Equus sp mientras que  para S. scrofa es de 17,69. Estos datos son similares a los 
presentados en este trabajo. La existencia de reacciones cruzadas también se 
encuentra en trabajos de identificación de especies de pescado. Herrero y col. 
(2010) obtienen resultados similares en la autentificación de la especie G. morhua 
roblema, que incluyen G. morhua, son identificadas con un valor de Ct próximo a 
19 mi
(bacalao) en muestras comerciales empleando un sistema TaqMan especie-
específico diseñado en ADN mitocondrial. En este caso todas las muestras 
p
entras que para las muestras que presentaban una especie distinta a G. 
morhua este valor es de 30 o superior. Por lo tanto, a tenor de los resultados 
obtenidos para el sistema MMER_VIC en este trabajo, se espera una respuesta 
similar en muestras comerciales ya que la diferencia entre el valor de c de una 
muestra M. merluccius  y una no M. merluccius es incluso mayor que en el trabajo 
de  Herrero y col. (2010).  
 
 El hecho de obtener un valor de c para los ejemplares de la especie diana 
más bajo en el sistema MMER_VIC (16,71±0,17) que para el sistema MMER 
(18,05±0,14) permite la posibilidad de emplear cantidades más bajas de ADN en 
los ensayos, por ejemplo de 2 órdenes de magnitud, y de este modo eliminar por 
completo cualquier señal inespecífica. Esto es, si se analiza una muestra 
desconocida con una concentración de ADN de 0,125 ng/μL, se esperaría obtener, 
en caso de tratarse de M. merluccius, un valor c de entorno a 23,78 (aplicando la 
ecuación de la recta MMER_VIC, capítulo 3 página 150) mientras que para una 
muestran no diana la señal sería nula o inapreciable ya que aplicando la ecuación 
de la recta daría un valor de c de 39,93. Dicho valor es superior al presentado por 
la cantidad de ADN diana más baja detectable por el sistema MMER_VIC. La 
cantidad de ADN más baja detectable en el ensayo de eficiencia del sistema 
MMER_VIC corresponde a 0,0001 ng con un valor de c de 37,03.  
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4.3.4 SISTEMA HAKE 
 
Tal y como se ha comentado anteriormente, en la elección de un sistema 
específico del género Merluccius se optó por seleccionar un sistema mitocondrial y 
dos nucleares. El sistema HAKE, diseñado en la región control del ADN mitocondrial 
dio lugar a los siguientes resultados que se muestran en la siguiente tabla. 
 
Tabla 4.5. Valores de c con sus correspondientes intervalos de confianza (IC) obtenidos en 
los ensayos de inclusividad y exclusividad realizados con el sistema TaqMan-MGB HAKE. 
MNOV(M): Macruronus novaezelandiae magellanicus. 
 
       
INCLUSIVIDAD  EXCLUSIVIDAD 
       
Muestra c±IC Muestra c±IC  Muestra c±IC 
              
MMER186 18,90±0,30 MAUS4 16,26±0,32  OMYK - 
MMER190 19,42±0,28 MAUS5 17,11±0,30  SSAL - 
MMER197 19,99±0,28 MHUB2 18,58±0,33  SAUR - 
MMER199 19,35±0,33 MHUB1 18,67±0,32   LPIS  
MPAR10 17,46±0,35 MHUB5 18,60±0,32
35,76±0,15
  TMIN - 
MPAR7 18,33±0,30 MPRO1 16,39±0,33  MMERL - 
MPAR8 17,83±0,33 MPRO2 17,00±0,34  BBRO - 
MPAR9 17,14±0,22 MPRO3 15,61±0,37  TCHAL - 
 MCAP4 18,98±0,29 MPRO5 14,00±0,38 MMOL - 
,30 MGAY4 17,35±0,33MCAP1 17,38±0   PVIR - 
MCAP2 18,36±0,31 MGAY5 15,89±0,32   GMOR 34,56±0,04 
MCAP3 17,61±0,34 MGAY7 19,05±0,32   PPOL - 
MSEN2 19,54±0,32 MBIL1 17,10±0,20  MDYP - 
 MSEN1 20,76±0,26 MBIL2 18,02±0,23 MNOV(M) 34,19±0,04 
MSEN3 19,06±0,33 MBIL3 17,28±0,34  MAEG - 
MSEN4 18,74±0,33 MBIL14 18,63±0,14  MPOU - 
MPOL6 18,91±0,26 MALB11 17,73±0,12  SSOL - 
MPOL3 17,46±0,25 MALB12 18,26±0,13  PMAX 35,73±0,05 
MPOL4 19,13±0,22     TLUS - 
MPOL5 18,72±0,33      
MAUS7 15,97±0,28             
 
Los valores de  obtenidos se engloban en un rango que va desde el valor 
pesar de este amplio rango, la mayoría de las muestras presentan un valor de 
muy próximo al valor medio de 17,96±0,43.  
 
De las 20 muestras no diana ensayadas únicamente 4 presentaron una 
amplificación positiva con un valor medio de c de 35,06±1,28, claramente 
superior y significativamente diferente (P<0,05) al esperado para una muestra 
c  
de c de 14,00 presentado por la muestra MPRO5, hasta el 20,76 de MSEN1. A 
c 
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diana (  tiene en cuenta la diferencia entre el valor más alto 
de c para una muestra diana (20,76) y el más bajo para una muestra no diana 
[MNOV
tilizando cantidades de ADN inferiores, ya que si se emplearan cantidades 
enos para algunos ejemplares de 
 especie M. senegale  que sería de 24,35 (aplicando la ecuación de la recta 
del sistema HAKE, capítulo 3 página 149). Para una muestra no diana el valor 
teórico de  sería de 38,65 (aplic ndo la ec ación del sistema HAKE), superando 
de este v 9 s dad de A N más baja 
detecta n c e A resp 01 ng. 
Esto inc sp O r e t n valor d c de 37,78 
que igu  su e b
 
figura 4.4), incluso si se
 (M) 34,19]. Estos resultados ponen de manifiesto la posibilidad de distinguir 
claramente una respuesta positiva de un falso positivo trabajando con cantidades 
de ADN iguales para una muestra control positiva y una muestra problema, como 
en este caso empleando cantidades de 25 ng. El resultado sería mejorable 
u
únicamente de un orden de magnitud inferior obtendríamos para una muestra 
control positiva un valor de c teórico de 21,12 m
nsis
c a u
 modo el alor de 36, 9 corre pondiente a la canti D
ble en el e sayo de efi iencia d l sistema H KE, cor onde a 0,00
luye al e écimen MN V(M) pa a el que se s ima u e 
almente pera el límit  detecta le. 
la
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Figura 4.4. Representación gráfica de las amplificaciones de las muestras diana (A) y no 
e presentaron reacción cruzada, 2 
corresponden a especies bastante separadas filogenéticamente del género 
Merluc
A B 
A  B  
diana (B) del sistema HAKE. En la figura B se incluye una muestra diana como control 
positivo (color negro). 
 
De los 4 especímenes no diana qu
cius, LPIS (Lophius piscatorius) y PMAX (Psetta maximus). Estas especies 
presentan únicamente 2 y 3 diferencias nucleotídicas respectivamente en la 
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secuencia de la sonda a pesar de presentar una variabilidad nucleotídica en los 
cebadores de entre 8 y 15 posiciones variables (figura 4.5).  
 
 
merluccius (FR751402.1), Lophius piscatorius (AJ871642), Psetta maxima (EU419747). 
te caso el valor elevado de c que se 
btendría descartaría la presencia de una especie Merluccius.  
Las secuencias de gádidos empleadas para el diseño del sistema de género 
HAKE (figura 3, anexo), entre ellas una secuencia de G. morhua (U12063), 
mostraron entre 7 y 8 diferencias nucleotídicas en la región de la sonda, entre 8 y 
10 en el cebador directo y entre 3 y 4 en el cebador reverso. Esta variabilidad 
nucleotídica indicaba a priori la escasa posibilidad de obtener reacción cruzada con 
ejemplares pertenecientes a dichas especies, así como de otros gádidos que no se 
cluyeron inicialmente en el diseño, como es el caso del género Macruronus. El 
echo de obtener una pequeña reacción cruzada en los ejemplares GMOR Y 
, en algunos haplotipos, el número de posiciones variables en 
la regió
fundamentalmente en la identificación de especies cárnicas (Brodmann y Moor 
2003, Laube y col. 2003, Köppel y col. 2008) y en algún caso en especies de 
Figura 4.5. Alineamiento de las secuencias de la región control de las especies Merluccius 
Se resalta en negro la región de la sonda y con marcadores rojos el inicio y fin de la 
secuencia de los cebadores. 
 
A pesar de esta mínima reacción cruzada es muy poco probable que en una 
muestra comercial problema, cualquiera de las especies del género Merluccius sea 
sustituida por un ejemplar de estas dos especies, ya que se tratan de especies con 
mayor valor comercial que las merluzas. Del mismo modo, las diferencias 
morfológicas de ambas especies, con respecto a las merluzas, son bastante 
considerables y fácilmente distinguibles a no ser que se presente la muestra con 
un elevado grado de procesamiento. En es
o
 
in
h
MNOV(M) hace pesar en la existencia de variabilidad intraespecífica en estas 
especies que reduce
n donde se localiza el sistema HAKE.  
 
 La elección de un gen nuclear para el diseño de sistemas TaqMan se ha 
tenido en cuenta en distintos trabajos de identificación de especies en alimentos, 
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pescado (Hird y col. 2012) obteniendo buenos resultados de identificación incluso 
en muestras sometidas a procesos térmicos extremos. Es por ello que en este 
abajo se ha tenido en cuenta la evaluación de dos sistemas nucleares específicos 
del género Merluccius. 
 
4.3.5 SISTEMA MLL 
ed-Lineage Leukemia” y RAG1, diseñado en el gen 
“Recombination activ
tr
 
Los dos sistemas nucleares seleccionados, MLL [MLL(3) Merluccius)], 
diseñado en el gen “Mix
ation gene 1”, se evaluaron con las mismas muestras 
empleadas para la evaluación del sistema mitocondrial HAKE.  
 
El valor medio de c presentado por los ejemplares empleados en el ensayo 
de inclusividad del sistema MLL fue de 22,85 ± 0,24. Tal y como se puede observar 
en la figura 4.6 y tabla 4.6, con el sistema MLL no se obtiene reacción cruzada con 
ninguno de los especimenes analizados en el ensayo de exclusividad. 
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Figura 4.6. Representación gráfica de las amplificaciones de las muestras diana (A) y no 
diana (B) del sistema MLL. En la figura B se incluye una muestra diana como control 
positivo (color negro). 
 
A B 
 
 
 
 
 
 171
Capítulo 4 
Tabla 4.6. Valores de c con sus correspondientes intervalos de confianza (IC) obtenidos en 
los ensayos de inclusividad y exclusividad realizados con el sistema TaqMan-MGB MLL. 
MNOV(M): Macruronus novaezelandiae magellanicus. 
 
       
 INCLUSIVIDAD EXCLUSIVIDAD 
              
Muestra c±IC Muestra c±IC   Muestra c±IC 
              
  MAUS5 23,11±0,32 MMER186 22,63±0,34 OMYK - 
 MHUB2 22,87±0,34MMER190 22,51±0,33   SSAL - 
22,43±0,28 MHUB1 23,06±0,34  SAUR -  MMER197 
MMER199 22,65±0,21 MHUB5 23,23±0,32  LPIS - 
MPAR10 24,80±0,27 MHUB6 23,02±0,08  TMIN - 
MPAR7 23,98±0,30 MPRO1 22,69±0,33  MMERL - 
 MPAR8 24,77±0,27 MPRO2 22,58±0,34 BBRO - 
MPAR9 24,07±0,22 MPRO3 21,39±0,37  TCHAL - 
MCAP4 22,46±0,32 MPRO5 21,05±0,38  MMOL 
MCAP1 24,17±0,34 MGAY3 23,13±0,31
- 
  PVIR - 
22,60±0,34 MGAY4 22,64±0,33   MCAP2 GMOR - 
MCAP3 23,96±0,63 MGAY5 22,80±0,32   PPOL - 
MSEN2 22,84±0,33 MGAY7 22,87±0,32  MDYP - 
MSEN3 22,34±0,32 MBIL1 22,49±0,12  MNOV(M) - 
MSEN4 22,15±0,31 MBIL2 22,36±0,27  MAEG - 
MPOLL6 22,70±0,33 MBIL3 22,44±0,34  MPOU - 
 MPOLL3 22,41±0,31 MBIL14 22,40±0,15 SSOL - 
MPOLL4 22,75±0,33 MALB11 22,52±0,11  PMAX - 
MPOLL5 22,72±0,34 MALB12   22,70±0,10 TLUS - 
MAUS7 22,36±0,30      
MAUS4 23,21±0,33             
 
4.3.6 SISTEMA RAG1 
 
Al igual que para el sistema MLL, tampoco se han obtenido amplificaciones 
inespecíficas en el ensayo de exclusividad del sistema RAG1, tal y como se observa 
en la figura 4.7. El valor medio de c para las muestras diana, género Merluccius, 
fue de 25,13 ± 0,57, ligeramente superior al presentado en el sistema MLL (tabla 
7).  4.
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Figura 4 rese c  e  d uestras iana (A) y no 
diana (B stem a  na tra diana omo control 
positivo sa).
 
Tabla 4 s d c nd a s nza (IC) obtenidos en 
los ens incl c d   TaqM -MGB RAG1. 
MNOV(M cru dia n OV(N): Macruronus 
novaeze ov  
.7. Rep ntación gráfi a de las amplificacion s e las m  d
) del si a RAG1. En la figur B se incluye u mues  c
 (color ro  
.7. Valore e   con susc  orrespo ientes interv lo  ia
el sistema
de conf
ayos de usividad y ex
ronus no
lusivida realizados co
e magell
n an
): Ma vaezelan a icus. MN
landiae n aezelandiae.
 
       
INCLUSIVIDAD  EXCLUSIVIDA  D
              
M estra c±Iuestra c±IC Mu C  Muest  c IC   ra ±            
MMER186 25,38±0,08 MAUS5 26,29±0,06  OMYK - 
MMER190 24,82±0,0923,71±0,10 MHUB2   SSAL - 
M HUB1 24,81±0,08MER199 24,48±0,06 M   SAUR - 
MMER311 24,24±0,07 MHUB5 25,88±0,10  LPIS - 
MPAR10 28,46±0,14 MHUB6 24,72±0,14  TMIN - 
MPAR7 28,40±0,08 MPRO1 23,48±0,15  MMERL - 
MPAR8 29,41±0,07 MPRO2 23,58±0,20  BBRO - 
MPAR9 29,78±0,06 MPRO3 21,41±0,18  TCHAL - 
MCAP4 25,16±0,12 MPRO5 21,43±0,16  MMOL - 
MCAP1 26,86±0,13 MGAY3 23,70±0,22  PVIR - 
MCAP2 24,92±0,07 MGAY4 24,42±0,18  GMOR - 
MCAP3 25,98±0,07 MGAY5 23,58±0,16  PPOL - 
24,47±0,06 MGAY7 26,22±0,19MSEN2   MDYP - 
MSEN3 24,30±0,06 MBIL1 23,91±0,18  MAEG - 
MSEN4 24,62±0,06 MBIL2 24,75±0,21  MPOU - 
MPOL6 26,36±0,07 MBIL3 24,11±0,17  SSOL - 
MPOL3 25,57±0,06 MBIL14 24,01±0,18  PMAX - 
MPOL4 26,57±0,10 MALB11 24,65±0,11  TLUS - 
MPOL5 25,94±0,09 MALB12 25,09±0,07  MNOV(N) - 
MAUS7 23,50±0,08    MNOV(M) - 
MAUS4 26,23±0,08             
 
 
A B 
 173
Capítulo 4 
Para ambos sistemas nucleares el valor medio de c obtenido en los 
ensayos de inclusividad es más alto que el observado para los cuatro sistemas 
mitocondriales evaluados. Este resultado era esperado ya que el número de 
mitocondrias presentes en las células de los tejidos extraídos, principalmente 
músculo, es superior al de los núcleos celulares, entre 103-104 mitocondrias por 
célula en un organismo metazoo (Robin y Wong 1988), y por lo tanto el número de 
copias de genes mitocondriales es superior a los nucleares en el extracto de ADN 
empleado, por lo que se traduce en un aumento en los valores de c. A pesar de 
c superior a 20, ambos sistemas nucleares discriminan 
 alimentos comerciales. Estos autores, empleando 
21,7, 22,4 y 24,5, similares a los valores de c 
obtenidos para los genes nucleares en este abajo. Esto  valores está  referidos a 
muestras que no han sufrido importantes procesos de degradación. Esto es, no han 
sido sometidas a elev peraturas 
degra o b b ron ficacia de s sistemas 
en m m 0 oc o av A pesar d obtener un 
aume s C i r  fu sible la de cción de la 
espec a in e t e ñas cant ades. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
presentar un valor de 
correctamente entre una muestra diana y no diana. A esta misma conclusión llegan 
otros autores como Hird y col. (2012) en un trabajo de detección de tres especies 
e pescado en mezclas modelo yd
sistemas TaqMan diseñados en genes nucleares como el gen de la pantofisina, la 
hormona del crecimiento o la parvalbúmina, obtienen unos valores medios de Ct, 
para sus especies diana, de 
 tr s n
adas tem en procesos térmicos que pueden 
dar el ADN. Estos aut res tam ién compro a  la e  lo
uestras so etidas a 1 0 ºC (c ción) y aut cl adas. e 
nto en lo valores de t para d chas muest as e po te
ie dian cluso si ésta se encu ntra presen e n peque id
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4.3.7 ANÁLISIS DE MUESTRAS COMERCIALES 
 
Una vez evaluada la capacidad de identificación de los 6 sistemas 
seleccionados en muestras de referencia se optó por la selección de un sistema 
para su evaluación en productos comerciales de pescado. En la elección se decidió 
seleccionar un sistema mitocondrial, ya que éstos ofrecen una mayor sensibilidad, 
abarcando un rango de detección superior a los nucleares. Este es un factor a tener 
en cuenta, ya que el objetivo es identificar la especie diana, tanto en productos 
comerciales con una única especie por producto, como incluso en productos en los 
que existan varias especies distintas y la especie diana se encuentre en una 
cantidad mínima. Otro de los factores que se consideraron en la selección del 
sistema fue el interés comercial de la especie diana, la posibilidad de etiquetado 
erróneo o fraude existente para dicha especie. Considerando estos factores se optó 
por un sistema apropiado para la identificación de la especie Merluccius 
merluccius, ya que se trata de la especie más valorada en el mercado español, muy 
comercializada y con mayores posibilidades de tener especies sustitutas. Para 
abordar este objetivo podrían emplearse los sistemas MMER o MMER_VIC. Se optó 
por el segundo para evita la posibilidad de obtener reacción cruzada con la especie 
M. capensis. La posibilidad de obtener resultados erróneos debido a la señal 
positiva que presentan ciertos haplotipos de la especie M. capensis con el sistema 
MMER (18,55±0,35) sería alta ya que la especie M. capensis, junto con M. 
paradoxus, destacan por su presencia en el mercado español, tanto en fresco como 
n producto congelado. 
Tal y como se puede observar en la tabla 4.8 todas las muestras 
omerciales identificadas como Merluccius merluccius por la técnica FINS 
resentaron un valor de c positivo y característico de una muestra diana del 
istema MMER_VIC específico de dicha especie. Igualmente con la técnica de PCR 
 tiempo real se ha podido discriminar las muestras comerciales que no 
orrespondían a la especie M. merluccius ya que todas ellas presentaron valores 
egativos de amplificación. 
e
 
c
p
s
a
c
n
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Tabla 4 de confianza (IC) obtenidos 
para las muestras problema comerciales realizados con el sistema TaqMan-MGB 
MMER_VIC. 
Muestra Especie Declarada Identificación por FINS 
.8. Valores de c con sus correspondientes intervalos 
 
c ± IC 
    1 Merluccius spp Merluccius paradoxus - 
2 No identifica Merluccius hubbsi - 
3 No identifica Merluccius gayi - 
4 No identifica Merluccius hubbsi - 
5 No identifica Merluccius paradoxus - 
6 No identifica Merluccius hubbsi - 
7 No identifica Merluccius paradoxus - 
8 M. capensis / M. paradoxus Merluccius paradoxus - 
9 Merluccius hubbsi Merluccius hubbsi - 
10 M. capensis / M. paradoxus Merluccius paradoxus - 
11 Merluccius hubbsi Merluccius hubbsi - 
12 M. australis Merluccius  australis - 
13 M. capensis Merluccius paradoxus - 
14 M. australis Merluccius  australis - 
15 Macruronus spp. Macruronus sp. - 
16 Merluccius hubbsi Merluccius hubbsi - 
17 No identifica Macruronus sp. - 
18 No identifica Macruronus sp. - 
19 No identifica Merlucccius merluccius 16,31±0,33 
20 No identifica Merluccius paradoxus - 
21 No identifica Merluccius paradoxus - 
22 No identifica Merluccius bilinearis - 
23 No identifica Merluccius bilinearis - 
24 Merluccius merluccius Merluccius merluccius 15,86±0,35 
25 No identifica Merluccius merluccius 15,29±0,34 
26 Merluccius merluccius Merluccius merluccius 16,07±0,34 
27 Merluccius merluccius Merluccius bilinearis - 
28 - 
29 No identifica Merluccius merluccius 16,36±0,33 
30 No identifica Merluccius capensis - 
31 No identifica Merluccius merluccius 15,81±0,41 
Merluccius merluccius Merluccius bilinearis 
    
 
 
Por otra parte, no todos los productos que declaraban en su etiquetado la 
especi
comprobar, se observa una total correspondencia entre 
s resultados obtenidos mediante la técnica de PCR a tiempo real y la técnica 
INS, lo que indica la robustez de ambas metodologías. Sin embargo, la utilización 
e la PCR a tiempo real permite una mayor rapidez, sensibilidad y análisis 
e M. merluccius correspondían a dicha especie, tal y como se pude apreciar 
en la tabla 4.7. Este resultado se pudo confirmar con la técnica FINS. Del mismo 
modo también fue posible identificar la especie M. merluccius en productos que no 
indicaban el nombre de la especie en el etiquetado. Este es el caso de las muestras 
19, 25, 29 y 31. 
 
Tal y como se puede 
lo
F
d
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minutos. Los resultados obtenidos apuntan la posibilidad de utilizar la técnica de 
PCR a tiempo real como una técnica alternativa a la secuenciación en la 
autentificación de merluza europea en productos comerciales.  
 
.4. CON ES 
s cuatr le  real eval dos, MAC, 
MMER, MMER_ straron s ación positiv  para sus 
corres diente  diana. Para es , el valor edio de c 
de las muestras na cantida  extracto de 25 ng, fue lo 
suficientemente bajo como para poder emplear una cant  
de magnitud inferior y discriminar del m stra e una 
negativa.  
 seis a tiem  presentaron nula o 
escas acción ies n n de MER 
que p ntó re ificat tipos de la especie M. 
capen
os sistemas nucleares MLL y RAG1 presentaron un valor medio de c 
superior al de los sistemas mitocondriales. A pesar de ello, discriminan 
correct
simultáneo de un gran número de muestras, ya que existen en el mercado equipos 
de PCR a tiempo real que permiten analizar hasta 384 muestras a la vez en 40 
4 CLUSION
 
Lo o sistemas mitocondria s de PCR a tiempo ua
VIC y HAKE mo iempre amplific a
pon s muestras tos cuatro sistemas m
 diana, para u d de ADN de
idad de ADN dos órdenes
ismo modo una mue  positiva d
 
Los sistemas de PCR po real evaluados
a re  cruzada con espec o diana, a excepció l sistema M
rese acción cruzada sign iva para los haplo
sis. 
 
L
amente entre una muestra diana y no diana en las condiciones analizadas. 
 
La evaluación del sistema MMER_VIC en muestras comerciales resultó 
óptima al permitir identificar todas las muestras Merluccius merluccius como tal sin 
obtener ningún falso positivo. 
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CAPÍTULO 5. CUANTIFICACIÓN MEDIANTE SISTEMAS 
DE DETECCIÓN DE PCR A TIEMPO REAL 
 
 5.1 INTRODUCCIÓN 
 
Otra de las posibles aplicaciones de la PCR a tiempo real, en el área de 
ciencia y tecnología de alimentos, es la cuantificación del tejido de una o varias 
especies utilizadas en la elaboración de un producto mezcla, es decir, conocer en 
qué proporción se encuentran las especies declaradas en el etiquetado. De este 
modo sería posible detectar si existen errores o deficiencias en el etiquetado, bien 
de forma fortuita o intencionada, y no únicamente de manera cualitativa sino 
también cuantitativa. 
 
Tal y como se ha comentado anteriormente, la existencia en muchos países 
de una legislación sobre la trazabilidad y el correcto etiquetado de los productos 
derivados de la pesca, hace necesario establecer métodos de autentificación, 
especialmente en aquellos en los que, por su proceso de elaboración, resulta 
imposible reconocer los caracteres morfológicos identificativos (Rasmussen y 
Morrissey 2011). Además, existen normas de etiquetado que obligan a declarar las 
cantidades de los ingredientes (QUID: Quantitative ingredient declaration, Directiva 
de la UE 2000/13/EC). Por lo tanto, esta exigencia se traduce en la necesidad de 
desarrollar técnicas y metodologías que permitan, no sólo la identificación, sino 
también la cuantificación de especies de pescado presentes en productos de la 
pesca. Si bien la técnica de la PCR a tiempo real está siendo utilizada como técnica 
de rutina en la cuantificación de OGMs (Samson y col. 2010), no son tantos los 
trabajos existentes en los que se haga uso de dicha técnica para la cuantificación 
de especies de pescado (Hird y col. 2005; López y Pardo 2005; Nagase y col. 2010, 
Benedetto y col. 2011).  
 
Considerando la problemática que se plantea en la introducción general, 
sobre el correcto etiquetado para la comercialización de las distintas especies de 
merluzas, en este apartado se proponen los siguientes objetivos:  
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Evaluar la capacidad cuantitativa, tanto relativa como absoluta, del sistema  
específico MMER_VIC, diseñado en la región control (CR) del ADN mitocondrial, en 
mezclas modelo binarias de extractos de ADN y liofilizados utilizando como 
istemas de referencia HAKE (diseñado en la CR) y MLL (diseñado en ADN nuclear).  
Asimismo, evaluar el sistema MAC en una cuantificación absoluta en 
mezcla
n este apartado se describe la preparación de las muestras que se 
emplea
 y 2 g, se destinó a la extracción de ADN. El proceso de 
extracción que se siguió fue el mismo que se describe en el capítulo 1 (página 76). 
Esto e
nte, se estimó la 
concentración de ADN de doble hebra con el kit “Quant-ItTM PicoGreen® dsDNA 
s
 
s modelo binarias de extractos de ADN y liofilizados.  
 
Finalmente, estudiar la capacidad cuantitativa, absoluta-relativa, de los 
sistemas de género HAKE y MLL en un sistema modelo de alimento elaborado. 
 
5.2 MATERIAL Y MÉTODOS 
 
E
ron en la determinación de la capacidad cuantitativa de los distintos 
sistemas estudiados. El grado de complejidad de las combinaciones preparadas 
varía desde las mezclas de extractos de ADN, como la más sencilla, hasta la 
preparación de un alimento procesado modelo como la más compleja. 
 
5.2.1 MUESTRAS ANALIZADAS 
 
5.2.1.1 Mezclas de extractos de ADN 
 
Para los ensayos de cuantificación con los sistemas MMER_VIC y MAC se 
emplearon entre 150 y 250 g de un ejemplar de las siguientes especies: M. 
merluccius, M. capensis, M. paradoxus y Macruronus sp. Se seleccionó únicamente 
el músculo blanco de dichos ejemplares, el cual se cortó minuciosamente con 
bisturí hasta obtener una mezcla homogénea. Una pequeña parte del músculo 
homogeneizado, entre 1
s, un primer paso de digestión con una disolución de lisis, tiocianato de 
guanidina y proteinasa K y un segundo paso de extracción utilizando el kit 
comercial “Wizard DNA Clean-Up System” (Promega). Seguidame
 182
Capítulo 5 
Assay 
xtractos y los correspondientes ng esperados en cada una de ellas.  
Kits (Molecular Probes), ajustando la concentración final de ADN a 25 ng/μL. 
Finalmente, se elaboraron las mezclas de extractos indicadas en la tabla 5.1.  
 
Tabla 5.1 Cantidades, en μL, de los extractos de ADN empleados en la elaboración de las 
mezclas de e
 
 Especie diana Especie no diana      
Muestra  μL ng μL     ng       
100% 20  500 0 0 
90% 18 450 2 50 
75% 15  375 5 125 
50% 10  250 10 250 
25% 5  125 15 375 
10% 2  50 18 450 
0% 0  0 20 500 
     
 
Paralelamente al proceso de preparación de las muestras de extractos de 
ADN, se liofilizó la mayor parte de la mezcla de músculo homogeneizado. Una vez 
de uso doméstico durante 5 minutos. A continuación el homogeneizado resultante 
se introdujo en un molino de bolas (Fritsch pulverisette) durante 5 minutos a 
velocidad 7 (media velocidad). La muestra obtenida se tamizó por una malla de 1 
mm para eliminar el tejido conectivo no molido y obtener de este modo un 
liofilizado h
La preparación de las mezclas de los liofilizados de músculo de la especie 
adoxu Macruronus sp
 
 
5.2.1.2 Mezclas de liofilizados 
 
liofilizado el músculo durante aproximadamente 48 horas, se pasó por un molinillo 
omogéneo de músculo blanco. 
 
diana (M. merluccius o Macruronus sp.) mezclada con una especie no diana (M. 
merluccius para Macruronus sp. o  M. capensis, M. par s y . 
para M. merluccius.) se elaboró siguiendo las indicaciones de la tabla que se 
muestra a continuación: 
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Tabla 5.2 Cantidades, en g, de músculo liofilizado empleado en la elaboración de muestras 
problema.  
    
Muestra Especie diana (g) Especie no diana (g)       
100% 1 0 
90% 0,90 0,10 
75% 0,75 0,25 
50% 0,5 0,5 
25% 0,25 0,75 
10% 0,1 0,9 
0% 0 1 
   
 
Las mezc e liof dos se ogenei n manu nte en viales de 
vidrio de 5 mL y se conservaron en desecador con sílica gel hasta su posterior 
extracción. Ésta se llevó a cabo introduciendo 0,07 g de liofilizado-mezcla en un 
bo de microcentrífuga de 1,5 mL al que se le añadieron 860 μL de una disolución 
tampó l, 2 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8) y 100 
μL de tiocianato de guanidina 5M. A continuación, se agitaron las muestras en un 
vortex 
fabricante. La concentración del ADN de 
doble hebra extraído se estimó mediante un método de fluorescencia, utilizando 
para e
 
Para llevar a cabo la evaluación de la capacidad cuantitativa de los sistemas 
e género HAKE y MLL en una matriz compleja como es un alimento, fue necesaria 
 elaboración tanto de muestras patrón como de muestras problema de alimentos 
odelo. La preparación de una recta patrón implicó la elaboración de distintas 
las d iliza  hom zaro alme
tu
n de lisis (1% SDS, 150 mM NaC
durante unos segundos hasta obtener una suspensión. Seguidamente se 
añadieron de nuevo 100 μL de tampón de lisis y 25 μL de tiocianato de guanidina 
junto con 40 μL de proteinasa K (20 mg/mL). Posteriormente, las muestras se 
incubaron a 56 ºC con una agitación de 1000 rpm (Thermomixer compact, 
Eppendorf) y a las 3 horas se les añadieron otros 40 μL de proteinasa K 
manteniendo las condiciones de agitación y temperatura hasta el día siguiente. 
Después de la digestión, el ADN se extrajo con el kit Wizard DNA Clean-Up System 
(Promega), siguiendo las instrucciones del 
llo el kit “Quant-ItTM PicoGreen® dsDNA Assay Kits (Molecular Probes) 
siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante. La concentración de ADN se 
ajustó a 25 ng/μL.  
 
5.2.1.3 Alimento modelo
 
d
la
m
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mezclas complejas formuladas con cantidades conocidas y variables de una 
especie de merluza modelo, en este caso, M. capensis. Para ello se partió de 
músculo blanco co 0 i  de la especie M. 
capensis. De modo independiente se realizó la cocción del resto de los ingredientes 
que formaron parte d matriz co ja. Los ingredientes fueron: arroz (50,2 g), 
patata (117 g), apio (5,6 g), cebolla (17,4 g), aceite de oliva (4 g), aceite de girasol 
(3 g), agua (250 mL) y sal (0,5 g). Todos los ingredientes se sometieron a 100 ºC 
durante 15 minutos en un robot de cocina (Thermomix). A continuación se trituró el 
ontenido hasta conseguir una mezcla homogénea. Una vez enfriadas, tanto la 
mezcla
alimento modelo.  
cido (10 ºC durante 6 m n) de un ejemplar 
e la mple
c
 de ingredientes como el músculo de merluza, se prepararon las distintas 
muestras patrón siguiendo las indicaciones definidas en la siguiente tabla: 
 
Tabla 5.3. Cantidades, en g, de músculo cocido de la especie M. capensis  y el resto de 
ingredientes de la matriz compleja empleados en la elaboración de muestras patrón de 
    
Patrón  Merluza Matriz 
      
100% 10 0 
75% 7,5 2,5 
50% 5 5 
25% 2,5 7,5 
10% 1 9 
5% 0,5 9,5 
1% 0,1 9,9 
   
 
Finalizada la elaboración de las distintas muestras patrón se procedió a su 
esterilización en autoclave a 121 ºC durante 20 min. 
 
Paralelamente al proceso de elaboración de las muestras patrón se llevó a 
cabo la preparación de las muestras problema del alimento modelo. Para tal fin se 
ontó con ejemplares de tres species distintas de merluza: M. capensis, M. 
merluc aración, homogeneización y autoclavado de las 
uestras problema se llevó a cabo en las mismas condiciones que las muestras 
patrón
 
c  e
cius y M. hubbsi. La prep
m
 y siguiendo las indicaciones descritas en la tabla 5.4. 
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Tabla 5.4. Cantidades, en g, de músculo cocido de merluza y el resto de ingredientes de la 
matriz compleja empleados en la elaboración de los alimentos modelo problema. 
     
Muestra problema Especie Merluza (g) Matriz (g)         
8% S5 M. capensis 0,8 9,2 
12%S5 M. capensis 1,2 8,8 
20% S5 M. capensis 2 8 
12% MMER M. merluccius 1,2 8,8 
8% MHUB M. hubbsi 0,8 9,2 
12% MHUB M. hubbsi 1,2 8,8 
20% MHUB M. hubbsi 2 8 
    
 
Finalizada la preparación tanto de las muestras patrón como de las 
muestras problema se realizó la extracción de las mismas por triplicado. Se 
igirieron 0,25 g de muestra por cada una de las réplicas. Tanto la digestión como 
5.2.2 CONDICIONES   O R
 
Las reacciones de PC empo al se llevaron a cabo en un volumen final 
de 20 μL en el equipo de P  tiem eal 75 Fast de (Applied Biosystems) 
empleando para cada sistema (MMER_VIC, HAKE, MLL y MAC) las concentraciones 
óptimas de cebadores y sondas descritas anteriormente (capítulo 3, página 147) y 
μL de ADN molde de cada muestra en cada pocillo por triplicado.  
5.2.3 CUANTIFICACIÓN RELATIVA  
 
ADN y liofilizados empleando la siguiente ecuación (Pfaffl 2001): 
d
la purificación de ADN se realizaron siguiendo los pasos detallados en la página 
182 de este capítulo.  
 
 DE PCR A T EMPI EAL 
R a ti  re
CR a po r 00 
añadiendo 2 
 
La cuantificación relativa se aplicó a las mezclas problema de extractos de 
 
( ) ( )
( ) ( )
,
,
c d
c r
c p
d
p c p
r
E
R
E
l
l
D -
D -=  [15] 
 
Dónde R es la relación que define la expresión relativa del sistema que se 
retende cuantificar. Esta relación se calcula teniendo en cuenta la eficiencia (E) y 
 diferencia del valor del cociente de c (Δc) del sistema problema (d) con 
p
la
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respecto a un sistema de referencia (r) en una muestra problema (p) y en una 
uestra control (c). m
 
Paralelamente se aplicaron otras dos ecuaciones: 
 
( )( ) c d rlD -d
Q
E
R
E
-
= [16] 
 
imilar a la ecuación anterior pero en este caso no se enfrenta a una muestra 
contro
r
 
S
l, y la siguiente ecuación propuesta por Čikoš y Koppel (2009): 
 
( )
( )
,
,
c d
c r
d
N
r
E
Q
l
l
-
-=  [17] E
 
Ct fue sustituido por 
el parámetro c. 
 
 [18] 
n el caso de la ecuación de Čikoš y Koppel (2009) se aplicó la variante: 
[19] 
 
Dónde es la eficiencia y  es la pendiente de la recta patrón correspondiente a 
cada uno de los sistema
 
 
En las ecuaciones descritas en este capítulo el valor de 
El cálculo de la eficiencia de cada uno de los sistemas, necesario para 
incluir en las ecuaciones [15] y [16] de cada uno de los sistemas, se realizó 
aplicando la ecuación:  
 
1 /10 b-=E
 
E
 
1 /10 1bE -= -  
E b
s (capítulo 3). 
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5.2.4 CUANTIFICACIÓN ABSOLUTA 
 
5.2.4.1  Cuantificación  absoluta  y  absoluta­relativa  en mezclas modelo 
de extr
 
Tal y como se ha comentado anteriormente, para llevar a cabo una 
cuantificación absoluta es necesario ut
antidades conocidas del ADN molde con su correspondiente señal de 
e este modo, 
la cantidad de ADN de la muestra desconocida.  
 
Las rectas p
describen la relación entre las distintas concentraciones de ADN y su 
corresp
a 5.1). 
ura 5.1. Representación gráfica de las rectas patrón empleadas en la cuantificación 
bsoluta de las mezclas modelo de extractos de ADN y liofilizados. Se representa el 
garitmo en base 10 de la cantidad de ADN en ng frente al correspondiente valor de 
actos de ADN y liofilizados de músculo 
ilizar una recta patrón que relacione 
c
fluorescencia o señal de amplificación (Ct,c). Conociendo estos valores de una 
muestra problema, se podrá interpolar en la recta patrón y obtener, d
atrón de los sistemas MMER_VIC, MAC, HAKE y MLL que 
ondiente valor de c se muestran a continuación junto con su respectiva 
ecuación (figur
 
 
Fig
a
lo c . 
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Dado que se cuenta con los sistemas de referencia HAKE y MLL, éstos se 
han utilizado para realizar una cuantificación absoluta-relativa de la merluza 
europe
las muestras problema, frente a la 
cantidad de ADN obtenida en cada muestra problema con el sistema de referencia 
emplea
a. Esto es, establecer la relación entre la cantidad de ADN obtenida con el 
sistema específico MMER_VIC, en cada una de 
do (HAKE o MLL): 
 
  R ng ADN (sistema MMER_VIC) % =  100
ng ADN (sistema de referencia)
 [20] 
 
5.2.4.2 Cuantificación absoluta en mezclas modelo de matriz compleja. 
limento modelo. 
no en porcentaje de gramos de músculo de la especie diana 
n las muestras del alimento modelo. De este modo la recta patrón representa la 
relación entre el logaritmo neperiano del porcentaje de merluza, en este caso un 
ejemplar de la especie M. capensis, frente a su correspondiente valor de c. A 
continuación se muestra la representación gráfica de las rectas patrón de los 
sistemas HAKE y MLL (figura 5.2).  
 
A
 
A diferencia de la cuantificación absoluta en las mezclas modelo de 
extractos de ADN y liofilizados, en este caso, la cantidad de ADN no está 
representada en ng si
e
10
15
20
25
30
0 1 2 3 4 5
ln (%)
HAKE
 c

c
=25,85 - 2,37 ln (%)
R2=0,9936
 
10
15
20
25
30
35
40
0 1 2 3 4 5
ln (%)
MLL
 c

c
=31,14 - 2,25 ln (%)
R2=0,9856
 
igura 5.2. Representación gráfica de las rectas patrón empleadas en la cuantificación F
absoluta de las mezclas alimento modelo. 
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
5.3.1 CUANTIFICACIÓN RELATIVA 
 
5.3.1.1  Evaluación  del  sistema  MMER_VIC  en  mezclas  binarias  de 
extractos de ADN y liofilizados. Especies M. merluccius y M. paradoxus. 
La eficacia del sistema MMER_VIC, como
ensayó en mezclas binarias tanto de extractos de ADN como de liofilizados de 
úsculo de las especies M. merluccius y M. paradoxus. Se analizaron seis 
muestr
mente, los porcentajes 0%, 10%, 25%, 50%, 75% y 100% tal y 
como se indica en las tablas 5.1 y 5.2. 
c
c 
a de mezcla de extractos de ADN y liofilizados de 
músculo de las especies M. merluccius y M. paradoxus. Los porcentajes corresponden a la 
proporción de la especie diana en la mezcla problema. 
 
 Extractos Liofilizados 
 
 sistema de cuantificación, se 
m
as problema con cantidades distintas de la especie diana M. merluccius en 
la mezcla, concreta
 
Los valores de c obtenidos para cada una de las mezclas problema con el 
sistema MMER_VIC se muestran en la tabla 5.5. Al tratarse de una cuantificación 
relativa también se describen los valores de   obtenidos para el sistema de género 
HAKE, que en este caso se empleó como sistema de referencia.  
 
Tabla 5.5. Valores del parámetro  con sus correspondientes intervalos de confianza (IC), 
para α=0,05, de las muestras problem
     
Muestra HAKE MMER_VIC HAKE MMER_VIC           
100% 16,15±0,17 15,47±0,47 16,17±0,18 15,24±0,52 
75% 15,97±0,16 15,85±0,46 16,18±0,16 15,91±0,48 
50% 15,77±0,16 16,46±0,44 15,98±0,16 16,36±0,44 
25% 15,64±0,10 17,51±0,40 15,86±0,11 17,47±0,39 
10% 15,62±0,10 19,42±0,42 15,91±0,10 18,67±0,41 
0% 15,11±0,30 31,18±0,31 15,29±0,26 31,29±0,55      
 
al y como cabría esperar, a medida que disminuye la cantidad de ADN 
specífico MMER_VIC. Sin embargo, en el sistema de referencia HAKE se mantiene 
ntorno a un valor casi constante (15,80±0,22) independientemente del 
T
diana en las muestras problema, el valor numérico de c  aumenta en el sistema 
e
e
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porcen us, ya que el ADN de ambas especies 
on diana de dicho sistema. El hecho de que la variación en los valores de c en el 
sistema HAKE sea mínima, refuerzan el resultado obtenido para el sistema 
MMER_VIC, descartando la posibilidad de que los valores altos de c  pudieran 
estar r
). 
 
 Extractos Liofilizados 
taje de ADN de la especie M. merlucci
s
elacionados con una posible degradación de ADN o presencia de inhibidores 
en la reacción de PCR. 
 
Mediante la aplicación de las ecuaciones de cuantificación relativa ([15], 
[16] y [17]) se calcularon los porcentajes de la especie diana M. merluccius en las 
muestras problema definidas en la siguiente tabla 5.6: 
 
Tabla 5.6. Resultados obtenidos (como porcentajes) en la cuantificación relativa de la 
especie M. merluccius en muestras binarias M. merluccius y M. paradoxus mediante las 
ecuaciones Rp ([15]), RQ ([16]), y QN ([17]
       
Muestra Rp RQ QN Rp RQ QN 
              
100% * 79,86 242,27 * 93,07 282,50 
75% 70,61 56,68 171,06 66,78 62,13 188,65 
25% 20,68 16,76 50,10 20,93 19,65 
50% 42,75 34,52 103,57 44,60 41,73 125,99 
59,13 
10% 6,34 5,14 15,36 10,37 9,72 29,29 
0% 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01        
 
*La ecuación Pfaffl (Rp) no se aplica al cálculo de la muestra 100% ya que ésta se 
corresponde con la muestra control. 
 
Lo resultados expu  la tabla 5.6 m ue, de las tres 
ecuacione adas cuan elativ ue pr resultados 
más similar s la ecuaci ), tanto en 
las muestra mez c  ad nda mejor 
ecuación es eno Q
considera u orm on s  La  de esta 
cuación presenta la ventaja de obtener un dato más, el del porcentaje 100%, pero 
como 
s estos en uestran q
s emple en la tificación r a la q oporciona 
es a los porcentajes esperados e ón de Pfaffl (Rp
s de cla de extra tos como en la de liofiliz os. La segu
 la d minada “R ”, descrita en este trabajo y en la que no se 
na n alización c  una mue tra control.  aplicación
e
inconveniente se observa una mayor infraestimación de los resultados, 
fundamentalmente en los resultados de la mezcla de extractos. En cuanto a la 
ecuación QN, los valores estuvieron muy alejados de los porcentajes esperados, 
tanto en la mezcla de extractos como en la de liofilizados. 
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Para conocer la capacidad de cuantificación del sistema MMER_VIC en 
muestras con escasa concentración de ADN y descartar definitivamente posibles 
efectos de inhibición por ADN u otros agentes inhibidores de la PCR, se optó por 
diluir las muestras “mezcla de extractos” en dos órdenes de magnitud manteniendo 
el sistema HAKE como sistema de referencia (tablas 5.7 y 5.8).  
 
Tabla 5  Valores del parámetro c ± IC  obtenidos para las muestras problema mezcla de 
extractos de ADN de las especies M. merluccius y M. paradoxus diluidas 1/100.  
 
.7.
   
Muestra HAKE MMER_VIC       
100% 22,87±0,10 23,42±0,29 
75% 22,79±0,10 23,93±0,26 
50% 22,60±0,10 24,42±0,25 
25% 22,43±0,08 25,48±0,21 
10% 22,46±0,07 27,47±0,18 
0% 21,99±0,19 sin señal    
 
Lo s es ados de son m  simila
leve y progresiva disminución de este va
especie M lucci igua cu as tra ilu ismo, no 
se aprecian efectos inhibidores por tra  m s N molde 
(muestras luir) la pre ia d  p  inh res CR. 
Tabla 5
e las especies M. merluccius y M. paradoxus diluidos 
100 veces y obtenidos mediante la aplicación de las ecuaciones Rp, RQ  y QN.  
 
s valore tim  c uy res en el sistema HAKE, con una 
lor según disminuye el porcentaje de la 
. mer us, al l que o rre en l  mues s sin d ir. Asim
concen ciones ayore de AD
sin di o por senc e otros osibles ibido de la P
 
.8. Resultados, en porcentajes, de la cuantificación relativa de la especie M. 
merluccius en mezclas de extractos d
 Extractos     
Muestra Rp RQ QN         
100% ---------- 37,61 138,66 
75% 69,52 26,21 96,40 
50% 45,60 17,28 63,22 
25% 21,37 8,14 29,63 
10% 6,44 2,45 8,93 
    0% 0,00 0,00 0,00 
 
Comparando los resultados de cuantificación obtenidos con la ecuación de 
Pfaffl (Rp) para las mezclas binarias de extractos sin diluir y diluidas se observa que 
no existe diferencia significativa entre ellas, por lo que es posible utilizar distintas 
concentraciones de ADN sin perjuicio de obtener resultados dispares. 
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En cuanto a la capacidad cuantitativa de las ecuaciones aplicadas se 
observa una mayor robustez de la ecuación de Pfaffl (Rp) generando unos 
porcentajes calculados muy próximos a los esperados. Las otras dos ecuaciones, 
QN y RQ, fueron poco fiables ya que al no incluir la normalización de la muestra 
control condujeron a valores muy alejados de los teoricamente preparados en cada 
muestra. En consecuencia, en los próximos apartados se aplicará únicamente la 
 
5.3.1.2.  Evaluació s   mezclas  binarias  de 
extractos de ADN y liofilizados. Es  M. capensis 
 
Una vez evaluada pa sistema MMER_VIC en 
mezclas binarias, tanto de extractos como de liofilizados, en las que está presente 
la espe
. Se 
ata de una merluza de buenas características de calidad y casi la totalidad de las 
Paralelamente se plantea evaluar la capacidad cuantitativa del sistema 
específico MMER_VIC con os siste as cia istintos, uno mitocondrial, 
HAKE, y otro nuclear, MLL. Dad ue en l apar o anterior se mostró la 
inexistencia de diferencias significativas e s ajes calculados de las 
mezclas de extractos d s y luir ste do se optó por utilizar 
mezclas de extractos y l ado . m ius apensis  diluidos con el 
sistema de género mitoc ial, H y me  sin para el sistema nuclear 
LL, ya que por su condición de gen nuclear presenta valores de c  más elevados 
que un
ecuación de Pfaffl (Rp) para la obtención de los porcentajes calculados de las 
species diana. e
n  del  istema  MMER_VIC  en
pecies M. merluccius y
l aa c cidad cuantitativa del 
cie no diana M. paradoxus, se plantea la comprobación de la eficacia del 
sistema en mezclas binarias con una especie no diana distinta. Se seleccionó la 
especie M. capensis, por tratarse de una especie que se captura junto con la 
especie M. paradoxus. Ambas son comercializadas con el nombre de merluza del 
Cabo y representan un importante porcentaje de la merluza comercializada
tr
capturas se exportan a Europa, principalmente a España (Lloris y col. 2003). 
 
 d m de referen d
o q  e tad
ntre lo porcent
iluida sin di , en e aparta
iofiliz s de M erlucc y M. c
ondr A E K zclas dil ir u
M
 gen mitocondrial para una misma cantidad de ADN molde.  
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A continuación, en las tablas 5.9 y 5.10 se detallan los resultados obtenidos 
con el sistema de referencia HAKE.  
 
Tabla 5.9. Valores de c ± IC obtenidos para las mezclas problema, extractos y músculo 
liofilizado, analizadas con los sistemas MMER_VIC y HAKE; %: porcentaje de la especie M. 
merluccius calculado con la ecuación de Pfaffl incluyéndose a M. capensis como especie 
no diana. 
 Extractos Liofilizados 
 
       
Muestra c HAKE c MMER_VIC % c HAKE c MMER_VIC %               
100% 23,04±0,11 22,66±0,37 ---------- 23,49±0,09 22,84±0,35 ---------- 
75% 22,84±0,11 22,98±0,36 72,31 23,35±0,09 23,50±0,33 61,03 
 23,18±0,10 23,73±0,3150%  56,82 22,87±0,10 24,00±0,31 33,03 
25% 22,43±0,10 24,66±0,29 19,88 22,75±0,09 25,23±0,28 14,40 
10% 22,55±0,10 26,01±0,29 9,39 22,68±0,09  26,49±0,26 6,37 
0% 22,41±0,11 sin señal 0,00 22,20±0,10  sin señal 0,18        
 
a muy 
estrecha a los porcentajes esperados en las mezclas de extractos, al igual que se 
observ
 
 
Al igual que ocurre con las mezclas binarias M. merluccius + M. paradoxus  
los valores de c obtenidos para el sistema de referencia HAKE presentan 
pequeñas variaciones (22,82±0,25) entre muestras. Se detecta una tendencia de 
disminución de los valores de c a medida que baja la cantidad de la especie M. 
merluccius y aumenta la de M. capensis. Este hecho pondría de manifiesto una 
mayor afinidad del sistema de género HAKE por las dos especies sudafricanas. 
 
Los porcentajes calculados de la especie diana se ajustan de form
ó en el apartado anterior con los extractos de M. paradoxus. Por el contrario, 
en las mezclas de liofilizados los resultados no se ajustan del mismo modo ya que 
se obtienen valores por debajo de los esperados. 
 
Con el fin de amortiguar el efecto de la diferencia de afinidad de la sonda 
HAKE entre las especies sudafricanas y la europea, se optó por emplear el valor 
medio de c del sistema HAKE (22,82±0,25) para el cálculo de los porcentajes, 
obteniendo los siguientes resultados: 
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Tabla 5
a de referencia HAKE, tomando el valor medio de c 
   
.10. Porcentajes calculados de la especie M. merluccius en mezclas binarias: M. 
merluccius + M. capensis con el sistem
y aplicando la ecuación de Pfaffl. 
 
Muestra Extractos Liofilizados 
      
100% ---------- ---------- 
75% 82,21 66,76 
50% 51,94 49,16 
25% 29,39 23,15 
12,8  10,70 
0,0 0,00  
10% 6
0% 0   
 
e e aj lc a m s 
liofi s o e ap e orc s 
esp s. cl cto  m y 1 erim n 
amb s significa vos. Sin emb rgo, las m estras 25  50% presen n unos va res 
más aj
Los resultados de la evaluación del sistema MMER_VIC empleando el 
sistem
Liofilizados 
D ste modo los porcent es ca ulados par todas las uestra
lizada mejoran c nsiderablem nte, roximándos a los p entaje
erado En las mez as de extra s, las uestras 0 0% no exp enta
c io ti a u  y ta lo
ustados a los porcentajes esperados empleando el valor medio de c y no el 
valor individual. Contrariamente, para la muestra 75% se obtiene un peor ajuste. 
Por lo tanto, en este ensayo no se aprecian diferencias significativas entre los 
resultados obtenidos con el valor medio de c y los obtenidos con el valor individual 
de dicho parámetro. 
 
a nuclear de referencia MLL se muestran en la siguiente tabla:  
 
Tabla 5.11. Valores de c ± IC obtenidos para las mezclas problema, extractos y músculo 
liofilizado, analizadas con los sistemas MMER_VIC y MLL. %: porcentaje de la especie M. 
merluccius calculado con la ecuación de Pfaffl. 
 
 Extractos        
Muestra c  MLL c  MMER_VIC % c  MLL c  MMER_VIC %               
100% 22,00±0,37 14,86±0,59 ---------- 21,83±0,38 15,64±0,56 ---------- 
75% 21,96±0,34 15,29±0,59 74,76 21,88±0,37 15,99±0,57 83,56 
22,02±0,33 15,81±0,5650%  56,68 21,85±0,33 16,34±0,55 
25% 21,87±0,34 17,16±0,51
66,05 
 22,36 22,25±0,36 18,06±0,51 30,40 
10% 22,11±0,30 18,43±0,48 12,13 22,00±0,31 19,13±0,47 13,28 
0% 21,94±0,29 sin señal 0,00 22,22±0,30 sin señal 0,00        
 
l valor medio de c  en las muestras problema para el sistema MLL es de 
21,99 con un intervalo de confianza de 0,09. Las diferencias existentes entre los 
E
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valores de c  son mínimas, por lo que se asume que el sistema MLL muestra la 
misma afinidad entre las dos especies presentes en la mezcla. Las pequeñas 
diferencias entre los valor  de  son más atribuibles a variaciones 
experimentales que a la diferente afinidad de la sonda MLL por las especies M. 
merluccius y M. capensis. 
 
Asimismo, los porcentajes calculados para las muestras de extractos con el 
sistema MLL se ajustan a los porcentajes esperados de manera significativa y 
geramente mejor que los obtenidos con el sistema mitocondrial HAKE. Al igual que 
ocurre
abla 5.12 Porcentajes calculados de la especie M. merluccius en mezclas binarias: M. 
merluc
aplicando la ecuación de Pfaffl. 
   
es c
li
 con el sistema mitocondrial,  los porcentajes obtenidos para las muestras de 
liofilizados difieren de los resultados esperados. Si bien con el sistema mitocondrial 
se obtenía una infraestimación de los porcentajes, con el sistema nuclear se 
obtiene una sobrestimación. 
 
Al igual que para el sistema HAKE, se realizó la cuantificación relativa con el 
valor medio de c para el sistema MLL (21,99±0,09). En la siguiente tabla 5.12 se 
exponen los resultados: 
 
T
cius + M.capensis con el sistema de referencia MLL, tomando el valor medio de c y 
 
Muestra Extractos Liofilizados 
      
100% ---------- ---------- 
75% 76,86 80,71 
50% 55,90 65,15 
25% 24,46 22,73 
11,2 11,81 
0,0 0,00 
 
10  % 4 
0% 0 
  
 
om  ob po es  d  p  
mezclas de ap n  p ob  e  
ind al d las e d ció me  
rencias xistentes ntre muestra , mejorand  el 
ajuste 
parte, la diferencia entre los porcentajes calculados con el valor medio de c  (tabla 
C o se puede servar, los rcentaj  calculados e este modo ara las
 extractos enas difiere de los orcentajes tenidos con l valor
ividu e c. Para  muestras d liofiliza os la aplica n del valor dio de
este parámetro amortiguó las dife e e s o
de los porcentajes calculados a los esperados. Únicamente la muestra 50% 
continúa presentando un resultado significativamente distinto al esperado. Por otra 
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5.12) y los individuales (tabla 5.11), para el sistema MLL es menor que la 
presentada por el sistema HAKE (tablas 5.9 y 5.10), y por lo tanto no significativa. 
 
La desviación existente entre los porcentajes calculados y esperados de la 
especie M. merluccius, tanto en las mezclas binarias de extractos de M. capensis 
omo de M. paradoxus, fue inferior al 20% en la mayoría de los casos. En la tabla 
5.13 s
ividual o medio). Estos resultados evidencian que MLL 
estaca ligeramente frente al mitocondrial HAKE como mejor sistema de referencia. 
Esta le
n correspondientes a la utilización del valor medio de c 
en el sistema MLL (MLLm) son mayores que los presentados por HAKE (HAKEm). 
 
Tabla 5.13. Intervalos de desviación e los valores observados y 
esperados para las distintas ras  empleando tanto los valores de c 
individuales (HAKEi /MLLi) com  valores medios (HAKEm /MLLm) en la cuantificación 
relativa. 
 
MODELOS EXTRACTOS OFILI MEZCLA 
c
e recopila esta información de manera simplificada indicando los intervalos 
de desviación (en porcentaje) para las muestras problema 75%, 50%, 25% y 10% 
ya que para la muestra 0% no existe desviación entre el valor calculado y el 
esperado. En esta tabla se puede apreciar como los porcentajes de desviación que 
se obtienen al emplear el sistema de referencia MLL, en las mezclas de extractos 
de ADN, son menores que los generados por el sistema HAKE, en cualquiera de sus 
dos variantes (valor dec ind
d
ve ventaja del sistema nuclear frente al mitocondrial en mezclas de extractos 
se mantiene en las mezclas de liofilizados de manera generalizada. Únicamente los 
porcentajes de desviació
Esto se debe fundamentalmente a los resultados de la muestra 50% liofilizada, 
cuya desviación es del 30,3%, tal y como se puede observar en la tabla 5.12. 
(en orcep ntajes  entr)
muest problema
o los
 LI ZADOS 
    
HAKEi 3,6% - 20,5% 8,6% -  
HAKEm 3,9% - 28,6% 1,7% - 11,0% 
MLL  0,3% - 21,3% 11,4% - 32,8% MMER+MCAP 
i
 1 42 4%,
i
MLLm 2,2% - 12,4% 7,6% - 30,3% 
    
HAKE  5,9% - 36,6% 3,7% -16,3% MMER+MPAR 
     
Los resultados obtenidos en la cuantificación relativa tanto de las mezclas 
de extractos de ADN como en la de liofilizados de músculo son similares a los 
presentados por los autores López y Pardo (2005) en un trabajo de cuantificación 
relativa de dos especies de túnidos. Estos autores exponen un rango de desviación 
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de 0 - 25% entre los porcentajes esperados y los observados en las mezclas 
binarias de músculo sometido a un proceso de congelación previo a la 
cuantificación. Del mismo modo estos autores indican que dicha desviación 
aumen
ema sobre 
una recta de correlación de cantidades conocidas de ADN (patrones) frente a sus 
.3.2.1.1  Evaluación  del  sistema  MMER_VIC  en  cuantificación  absoluta  y 
ta hasta el 50% en muestras problema sometidas a un proceso de 
esterilización. 
 
5.3.2 CUANTIFICACIÓN ABSOLUTA 
 
5.3.2.1 Cuantificación absoluta  y absoluta­relativa  en mezclas modelo 
de extractos de ADN y liofilizados de músculo. 
 
En este apartado se aborda el objetivo de la cuantificación absoluta y 
absoluta-relativa en las mezclas binarias tanto de extractos de ADN como en 
mezclas de músculo liofilizado de las especies M. merluccius + M. parodoxus, M. 
merluccius + M. capensis y M. merluccius + Macruronus sp. Del mismo modo se 
evaluó el sistema MAC aplicando una cuantificación absoluta en la mezcla binaria 
M. merluccius + Macruronus sp.  
 
Tal y como se ha comentado en la introducción, dicha cuantificación se basó 
en la extrapolación de los valores de c obtenidos para muestras probl
correspondientes valores de c (figura 5.1 Material y Métodos). 
 
5
absoluta­relativ tra . m  para en mues s mezcla M erluccius + M. adoxus 
 
Introducien s va bt s oblema (tabla 
5.5) en las ecuac  de rre  a los sistemas MMER_VIC y 
HAKE (figura 5.1) se calcularon los ng de A pe respondiente 
 cada muestra (cu ntificación absoluta). Relacionando estos nanogramos de ADN 
de la m
do lo lores de c o enidos para la  muestras pr
iones las rectas co spondientes
DN de la es cie diana cor
a a
erluza europea con los obtenidos en cada muestra problema con el sistema 
de referencia, por medio de la ecuación [20], se obtuvieron los correspondientes 
porcentajes de la especie diana para cada muestra (cuantificación absoluta-
relativa): 
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Tabla 5.14. Mezclas binarias M. merluccius + M. paradoxus. Mmer: M. merluccius; Mmer 
_E: cantidad esperada de la especie M. merluccius en ng; Mmer _C: cantidad calculada de 
la especie M. merluccius en ng a partir de la ecuación de la recta del sistema MMER_VIC. 
Mmer_C(%): porcentajes calculados de la especie M. merluccius a partir de la ecuación 
[20]; Mmer_C (%): porcentajes calculados de la especie M. merluccius con la ecuación 
[20] considerando el valor medio de 
m
EXTRACTOS
c en el sistema HAKE. 
 
   LIOFILIZADOS 
 
%  Mmer Mmer _E Mmer_C Mmer_C (%) Mmer_Cm (%) Mmer_C Mmer_C (%) Mmer_Cm (%) 
 
100% 50,55 46,80 78,17 65,67  50 40,65 67,04 
75% 37,5 32,21 47,33 40,06 31,05 52,20 43,57 
50%  
25% 12,5 
 5,73 8,10 8,04 
0% 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 
 25 22,17 28,65 27,57 23,57 34,85 33,08
11,65 13,86 14,49 11,94 16,35 16,76 
10% 5 3,62 4,25 4,50
 
actos como en liofilizados. Esto es así, 
tanto si se utiliza el valor de   de cada una de las muestras para el sistema HAKE 
[Mmer_C (%)], como si se selecciona únicamente el valor medio de   [columna 
Mmer_C  (%)]. 
 
erencias entre 
ambos tipo
 
 
Las cantidades calculadas de merluza europea, de modo absoluto 
(Mmer_C), en las distintas muestras, tanto en mezclas de extractos como en 
liofilizados se acercaron de manera significativa a los valores esperados (columna 
Mmer_E). Por el contrario, en la cuantificación absoluta-relativa los resultados 
observados prácticamente presentaron la mitad del valor esperado para cada una 
de las mezclas, tanto en mezclas de extr
c
c
m
Si a priori podría esperarse un peor resultado en las mezclas de liofilizados 
por su mayor complejidad, los datos obtenidos muestran escasas dif
s de mezclas y una buena aproximación a la cantidad esperada en la 
cuantificación absoluta de las muestras liofilizadas.   
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5.3.2.1.2  Evaluación  del  sistema  MMER_VIC  en  cuantificación  absoluta  y 
absoluta relativa en muestras mezcla M. merluccius + M. capensis 
 
A continuación se exponen, de manera similar a la cuantificación descrita en 
 apartado anterior, los res tenidos en la evalua tema 
M C i p r  s
 
Tab 15. Mezclas binarias M. merluccius + pens idas . Mme
merluccius; M  _E: cantidad esperada de la especie M. merluccius ; Mme
cantidad calc de ie M. merluccius e arti cua  la rect
sis MER_VIC. Mm tajes cal cie erlucci
partir  ec n  Mm (%): po jes ca dos d especie
er ius con la ecuac 0] co ando el edio  en el a HAK
 
el ultados ob ción del sis
MER_VI  en mezclas binar as de las es ecies M. me luccius y M. capensi . 
la 5.  M. ca is dilu 1/100 r: M. 
mer  en ng r _C: 
ulada la espec n ng a p r de la e ción de a del 
tema M er_C(%): por
 [20];
cen
er_C
culados de
rcenta
 la espe
lcula
M. m
e la 
us a 
 M.  de la
lucc
uació m
nsiderión [2 valor m de c  sistem E. m
 
 EXTRACTOS LIOFILIZADOS 
 
%  Mmer Mmer _E Mmer_C Mmer_C (%) Mmer_Cm (%) Mmer_C Mmer_C (%) Mmer_Cm (%) 
 
100% 0,50 0,50 68,12 56,26 0,45 81,43 55,42 
75% 0,38 0,41 49,26 46,25 0,30 49,69 36,99 
50% 0,25 0,26 38,70 29,22 0,22 26,89 27,24 
25% 0,13 0,15 13,54 16,53 0,10 11,72 12,82 
10% 0,05 0,06 6,40 7,23 0,05 5,18 5,93 
0% 0 0 0,00 0,00 0 0,15 0,23 
 
Los resultados obtenidos en la cuantificación absoluta en las mezclas 
modelo M. merluccius + M. capensis, tanto en extractos como en liofilizados, se 
proximaron considerablemente a los valores esperados. Por el contrario, no fue 
así en 
 M. merluccius con el sistema 
MER_VIC mostró resultados muy próximos a los esperados, independientemente 
e la mezcla binaria empleada, no se obtuvo el mismo resultado en la 
uantificación absoluta-relativa, empleando el sistema de referencia HAKE. Cabe 
ensar que el motivo de la considerable desviación entre los porcentajes 
alculados y esperados se debe al uso de dicho sistema de referencia. En la 
iguiente tabla se muestran los nanogramos calculados de Merluccius sp. 
cuación de la recta patrón de HAKE, figura 5.1): 
 
a
la cuantificación absoluta-relativa. Esto ocurre, tanto si se toman los valores 
individuales de c para el sistema HAKE, como si se toma el valor medio. 
 
Si bien la cuantificación absoluta de la especie
M
d
c
p
c
s
(e
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Tabla 5
y liofilizados de M. merluccius + M. paradoxus (MMER+MPAR) y M. merluccius + M. 
 (% y ng). 
  EXTRACTOS LIOFILIZADOS 
.16. Nanogramos de Merluccius sp calculados en las mezclas binarias de extractos 
capensis (MMER+MCAP). MMERe: cantidad de Merluccius sp. esperada
 
      MMERe (%) MMERe (ng) MMER+MPAR MMER+MCAP MMER+MPAR MMER+MCAP 
      100% 50 61 73 59 55 
75% 50 68 83 59 60 
50% 50 77 67 68 81 
25% 50 84 108 73 88 
10% 50 85 100 71 92 
0% 50 118 109 105 125 
MEDIA 50 80 88 71 80 
 
Como se puede apreciar, existe una amplia desviación entre los nanogramos 
esperados (50 ng) y calculados de Merluccius sp. en cualquiera de las 4 mezclas 
binarias problema. Dicha desviación es más patente a medida que aumenta el 
porcentaje de cualquiera de las especies sudafricanas en las muestras problema, 
confirmando la diferencia de afinidad del sistema HAKE entre la merluza europea y 
las sudafricanas. Esta variación de especificidad se ve m centu r el h
de r em o u pla  espec erlu  para lizació
la  pat e H Al incluir los valores de c as di  mues
problema en la ecuación de la recta de HAKE,  se obtiene valores sobreestima
e los nanogramos de ADN de Merluccius sp., con una mayor desviación a medida 
que au
sperados 
con la cuantificación absoluta-relativa sí se puede apreciar la disminución gradual 
del po
uantificación absoluta-relativa. A 
continuación se exponen los resultados obtenidos en la cuantificación de las 
ás a ada po echo 
 habe plead n ejem r de la ie M. m ccius  la rea n de 
recta rón d AKE.  de l s stinta tras 
dos 
d
mentamos la cantidad de las especies sudafricanas. Por lo tanto, al aplicar 
la ecuación de la cuantificación absoluta-relativa [20] se obtiene una 
infraestimación de los porcentajes de M. merluccius en las mezclas problema.  
 
A pesar de que en este apartado no se obtienen los resultados e
rcentaje de la especie diana en las muestras. Un ejemplo de ello se aprecia 
en los valores obtenidos para las muestras liofilizadas 100% y 10% [Mmer_Cm (%) 
tabla 5.15]. El porcentaje obtenido para la primera muestra es de 55,42%, por lo 
que se esperaría una décima parte de este valor para la muestra 10%. El resultado 
obtenido para esta muestra es muy similar a dicha cantidad,  5,93%. 
 
A la vista de los resultados queda patente la importancia de la elección de 
un sistema de referencia para llevar a cabo una c
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mezclas modelo M. merluccius + M. capensis con el sistema nuclear MLL (tabla 
5.17). 
 
T M ia us  s r: M
Mme an ra ec M. merluccius er _C: canti  
calculada de la especie M. merluccius en ng a pa e la ecuació e la recta de tema 
MM IC. Mmer %): porcen calculados a especie M. merluccius a pa e la 
ecu  [20]; Mmer_C (%): porcentajes calcul de la espe M. merlucciu on la 
ecu  [20] considerando el va edio de c l sistema M  
 
  TRACTOS
abla 5.17. 
: c
ezclas binar
tida spe
s: M. merlucci
da d  esp
 + M. capensis
ie 
in diluir. Mme
 en ng; Mm
. merluccius; 
dadr _E d e e la 
rtir d n d l sis
ER_V _C ( tajes de l rtir d
ación ados cie s c
ación lor m  en e LL.
EX  LIOFILIZADOS 
 
%  Mmer Mmer _E Mmer_C Mmer_C (%) Mmer_C  (%)m  Mmer_C Mmer_C (%) Mmer_C  (%)m  
 100% 50 59,06 105,28 104,07 36,63 58,05 65,52 
75% 37,5 45,39 78,69 79,98 29,56 48,50 52,88 
50% 25 33,01 59,66 58,16 23,86 38,34 42,68 
25% 12,5 14,44 23,53 25,45 8,32 17,64 14,89 
10% 5 6,63 12,76 11,69 4,32 7,70 7,73 
0% 0 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00 
 
Con las mismas muestras problema pero empleando el sistema de 
referencia nuclear MLL, los resultados de cuantificación absoluta en las mezclas de 
extractos se ajustan de manera significativa a los nanogramos esperados en la 
mayoría de los casos, si bien destaca una sobreestimación superior al 20% en las 
muestras 75% y 50%.  
 
Los porcentajes calculados de la especie diana M. merluccius en la cuantificación 
absoluta-relativa mejoran considerablemente en las mezclas de extractos respecto 
a los obten
uccius sp. con 
el sistema MLL permanecen prácticamente constantes en las distintas muestras, 
ajustándose en la mayoría de los c
idos con el sistema HAKE, ya que el intervalo de desviación entre los 
porcentajes esperados y los calculados [Mmer_Cm (%)] se encuentra entre un 2% y 
un 17%, mientras que para el sistema HAKE están entre el 36% y 45% [Mmer_Cm 
(%)]. Esta mejora en los resultados se debe fundamentalmente a que el sistema 
MLL no presenta mayor especificidad por las especies sudafricanas que por la 
merluza europea, tal y como se adelantaba en apartados anteriores. Como se 
puede apreciar en la tabla 5.18, los nanogramos calculados de Merl
asos al valor esperado de 50 ng totales.  
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Tabla 5.18. Nanogramos de Merluccius sp calculados en las mezclas binarias de extractos 
y liofili
Merlucc
zados de M. merluccius + M. capensis (MMER+MCAP). MMERe: cantidad de 
ius sp esperada (% y ng). 
 
  MMER+MCAP 
    MMERe (%) MMERe (ng) EXTRACTOS LIOFILIZADOS 
    100% 50 56 63 
75% 50 57 61 
50% 50 55 62 
25% 50 61 47 
10% 50 52 56 
0% 50 58 48 
MEDIA 57 56 50 
 
Los resultados que se obtienen en las mezclas de liofilizados, tanto en la 
cuantificación absoluta como en la absoluta a, no stan spera
ob rse u  inf ació  los tajes lad nte a
esperados (tabla 5.17). El motivo de tal in mació tá re ado co
eficiencia del sistema MER_VIC, ya que los nanogramos calculados de Merluc
 para cada una de las muestras con el sistema MLL se ajustan, de modo 
general, a los nanogramos esperados (tabla
 
 relativ  se aju  a lo e do al 
serva na raestim n de porcen  calcu os fre  los 
fraesti n es lacion n la 
cius 
sp.
 5.18, valor medio de 56 ng), mientras 
que para el sistema MMER_VIC los nanogramos calculados son considerablemente 
más bajos que los esperados (tabla 5.17). Por lo tanto, si la cuantificación absoluta 
no se ajusta a la realidad teórica, la cuantificación absoluta-relativa tampoco lo 
hará ya  que ambas están directamente relacionadas.  
5.3.2.1.3  Evaluación  del  sistema  MMER_VIC  en  cuantificación  absoluta  en 
muestras mezcla M. merluccius + Macruronus sp. 
 
misma familia y es igualmente conocida comercialmente como “merluza”, 
 
Macruronus y del cual se exponen los resultados 
en el apartado siguiente. 
En este apartado se abordó la evaluación del sistema específico MMER_VIC 
en mezclas modelo en las que se incluye una especie no diana más alejada 
filogenéticamente de la merluza europea que las hasta ahora empleadas. Se optó 
por seleccionar Macruronus sp. como especie no diana ya que pertenece a la 
concretamente como merluza de cola. Del mismo modo la elección de dicha 
especie está relacionada con la posibilidad de analizar las mismas mezclas modelo 
tanto con el sistema MMER_VIC como con el sistema de género MAC diseñado
específicamente para el género 
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En los resultados obtenidos de la evaluación del sistema MMER_VIC (tabla 
5.19) se aprecia una infraestimación de los ng de ADN calculados, tanto en las 
mezclas de extractos como en las de liofilizados.  
 
Tabla 5.19. Valore cs de ±IC y ng de ADN de la especie uccius (Mmer_C) 
calculados a partir  ecuación de la recta MMER_VIC obt os para las mezclas 
problema, extractos o, M. merluccius + Macrur  sp. 
 
MMER_VI
M. merl
de la enid
 y músculo liofilizad onus
C 
   
 Extractos Liof os 
            
ilizad
Muestra Mmer_E c  Mmer_C c  Mmer_C 
            
100% 50 15,76±0,53 34,03 15,68±0,19 35,85 
90% 45 …… …… 15,74±0,32 34,56 
75% 37,5 16,23±0,53 25,52 16,06±1,14 28,37 
50% 25 16,72±0,53 18,91 16,68±0,46 19,37 
 8,90 17,62±0,51 25% 12,5 17,95±0,48 10,90 
10% 5 19,54±0,43 3,36 18,95±0,49 4,83 
0% 0 27,92±0,21 0,02 26,64±0,26 0,04 
      
 
Cabría pensar que dichos resultados son consecuencia de la presencia en la 
mezcla de la especie Macruronus sp., cuyo ADN podría competir con el de M. 
merluccius por unirse a los cebadores y sonda del sistema MMER_VIC (en la 
reacción de PCR), ya que, como se expuso en el capítulo anterior, en los ensayos de 
xclusividad del sistema MMER_VIC existe una pequeña señal inespecífica con 
ejempl
luccius. Esta hipótesis quedaría 
respaldada si en las mezclas con menor porcentaje de M. merluccius y mayor de 
Macru
cuencia la existencia de pequeñas diferencias en los 
e
ares del género Macruronus. Este hecho podría suponer una infraestimación 
de los nanogramos calculados para M. mer
ronus sp., la diferencia entre el valor esperado y el calculado fuera más 
grande que en los porcentajes en donde la merluza europea es mayoritaria. Esto no 
ocurre así, sino que esa mayor diferencia entre esperados y observados se obtiene 
en las tres muestras de mayor porcentaje, incluyendo la del 100% de merluza 
europea en la cual no existe inhibición por otro tipo de ADN. Otra hipótesis que 
justifique este desajuste en los resultados, es que la ecuación de la recta patrón, a 
partir de la cual se obtienen los nanogramos de ADN, es el resultado de una media 
de varias réplicas de rectas. La eficiencia de un sistema de PCR a tiempo real está 
influenciada por diversos aspectos ya comentados en anteriores capítulos. Este 
hecho tiene como conse
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valores
 tiempo real estudiados en este 
trabajo, el sistema MMER_VIC es el que menor eficiencia presenta (84,48%). Por lo 
atrón en cada ensayo de cuantificación absoluta que se realice, en vez de optar 
por una recta modelo. En sistemas en los cuales la eficiencia no esté tan 
influenciada por el error experimental sería posible utilizar una misma recta patrón 
para distintos ensayos.  
 
5.3.2.1 lua C an b en muestras 
 de c que se reflejan en grandes diferencias en nanogramos de ADN. Es 
posible que la eficiencia esté más influenciada por el error experimental en algunos 
sistemas que en otros. De los sistemas de PCR a
tanto, para determinados sistemas con menor robustez, que muestren variabilidad 
en la eficiencia dependiendo de los ensayos, sería aconsejable integrar una recta 
p
.4 Eva ción del sistema MA  en cu tificación a soluta 
mezcla M. merluccius + Macruronus sp. 
 
La evaluación del siste m tem tif n del género 
Macruronus en mezclas M. merluccius + Macruronus sp. reflejó unos resultados 
próxim
ma MAC, co o iss a de cuan ica ióc
os a los esperados, tanto en las mezclas de extractos como en las de 
liofilizados. Únicamente para la muestra liofilizada 75% se obtuvo un resultado  
alejado del esperado, hecho que se puede asumir como un error experimental 
(tabla 5.20). 
 
Tabla 5.20. Valores de c ± IC y ng de ADN de Macruronus sp. (Mac_C) calculados a partir 
de la ecuación de la recta MAC obtenidos para las mezclas problema, extractos y músculo 
liofilizado, M. merluccius + Macruronus sp. 
 
MAC 
   
 Extractos Liofilizados 
            
Muestra Mac_E c  Mac_C c  Mac_C 
            
100% 50 16,13±0,12 55,57 16,26±0,12 51,03 
90% 45 16,31±0,12 49,39 16,67±0,11 39,00 
75% 37,5 16,86±0,15 34.49 16,43±0,12 45,65 
50% 25 17,26±0,11 26,49 17,21±0,11 27,38 
25% 12,5 18,24±0,11 13,93 18,50±1,59 11,78 
10% 5 19,82±0,09 4,95 19,88±1,59 4,76 
0% 0 31,90±0,07 0 32,21±1,91 0,00 
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Los resultados obtenidos con el sistema MAC refuerzan la hipótesis de que 
el desajuste entre los resultados observados y esperados encontrado en la 
cuantificación absoluta con el sistema MMER_VIC en una mezcla M. merluccius + 
Macruronus sp. (apartado anterior), se debe más a la problemática derivada de la 
utilización de un recta patrón, resultado de una media, que a la elaboración de las 
muestras.  
 
Para ilustrar este problema se muestra en la tabla 5.21 un ejemplo de 
comparación entre una cuantificación relativa, relativa-absoluta y absoluta de la 
especie M. merluccius en mezclas de liofilizados M. merluccius + M. capensis 
empleando como sistemas específico y de referencia a MMER_VIC y MLL 
respec
abla 5.21. Resultados de la cuantificació  relativa (%R), absoluta-relativa (%AR) y  absoluta 
e la especie M. merluccius en una mezcla binaria de liofilizados de M. 
merluc
tivamente.  
 
n
 
T
(Mmer_C) d
cius + M. capensis, empleando los sistemas MMER_VIC y MLL. Mmer: M. 
merluccius, _E: nanogramos esperados, _C: nanogramos calculados, Msp: Merluccius sp.  
 
       Muestra c MMER_VIC c  MLL Mmer_E Mmer_C Msp_E Msp_C %AR %R 
         100% 15,46 21,26 50 41 50 94 44 ----- 
75% 16,16 21,38 37,5 27 50 86 31 71 
17,77 21,21 12,5 10 50 97 10 23 
18,81 21,22 5 5 50 96 5 13 
0% Sin señal 21,36 0 0 50 87 0 0 
50% 16,62 21,27 25 20 50 93 22 50 
25% 
10% 
 
erados mientras que con la cuantificación 
absoluta-relativa se obtienen unos res os muy alejados de lo esperado. Con 
este ejemplo se ha e bastante v efecto de timación de los 
nanogramos de ADN totales calc dos  sistem  de cia MLL, al 
emplear una recta patrón modelo en vez de una recta patrón analizada junto con 
las muestras problema. es a ns  as problema 
en las mismas dic  ti ec ,  diferencias 
derivadas del  ex e an lugar a pequeñas variaciones en los 
valores de c y que se reflejan finalmente en grandes cambios en la cantidad de 
DN calculada. En el ejemplo presentado, una cantidad de 50 ng de ADN tendría 
un valor de c de 22,17 si se aplica la ecuación de la recta patrón modelo del 
Tal y como se puede apreciar, la cuantificación relativa se aproxima de 
forma significativa a los resultados esp
ultad
c isible el la sobrees
ula con el a referen
 A p ar de realiz r los e ayos de las muestr
 con iones que las dis ntas r tas patrón existen
error perim ntal que d
A
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sistem
n marcado ocurre con los nanogramos obtenidos para el sistema 
MER_VIC. Por lo tanto la suma de estas dos imprecisiones dan lugar a una gran 
desvia
 es similar para todas las muestras problema, es decir, se 
mantiene la proporcionalidad que es lo que se tiene en cuenta en una 
mas MMER_VIC  en los distintos tipo zc ar ex tos  
ADN se han ajustado a la cantidad esperada tores o Ló -And  y  
(2005) obtuvieron respuestas similares en un trabajo de cuantificación de distintas 
especies cárnicas en mezclas binarias de extractos de ADN. Logrando buenos 
resultados de cuantificación a pesar de obtener cierta reacción cruzada con los 
sistem
Merluccius puede ser empleada como referencia, en cuantificación absoluta, para 
a MLL (figura 5.1). Por el contrario los valores de c obtenidos para las 
distintas muestras problema (50 ng) se sitúan entre los valores 21,21 y 21,38 
(tabla 5.21), traduciéndose en una desviación de casi el 100% del valor esperado. 
Simplemente el hecho de emplear reactivos distintos con la recta patrón que con 
las muestas problema puede dar lugar a cambios en los valores de c. Algo similar 
pero no ta
M
ción de los resultados obtenidos en la cuantificación absoluta-relativa en 
este ejemplo. Por el contrario, la cuantificación relativa presenta mayor robustez al 
no estar directamente influenciada por una recta patrón y por los errores 
experimentales que pude presentar la técnica de PCR a tiempo real. El cambio en 
los valores de c
cuantificación relativa. 
 
De manera general, los resultados de cuantificación absoluta obtenidos con 
los siste s de me las bin ias de trac  de
. Au com pez reo col.
as especie-específicos. 
 
5.3.2.2 Cuantificación absoluta de un alimento modelo. Evaluación de los 
sistemas de género HAKE y MLL. 
 
En este apartado se evalúa la capacidad cuantitativa, a nivel absoluto, de 
los sistemas de género HAKE y MLL en una mezcla modelo compleja. Esto es, 
cuantificar una especie del género Merluccius en una matriz constituida por 
diversos ingredientes, similares a los que se pueden encontrar en un alimento 
elaborado que contiene merluza.  
 
Del mismo modo se pretende comprobar si una única especie del género 
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la cuantificación de Merluccius sp., es decir, independientemente de cualquiera 
que sea la especie de merluza presente en mezclas problema. 
 
La elección de las especies del género Merluccius, tanto para la elaboración 
de la recta patrón como de las mezclas problema, se basó en la presencia de las 
distintas especies de dicho género en el mercado, concretamente en el mercado 
español. Las especies M. capensis, M. paradoxus, M. merluccius y M. hubbsi 
constituyen la mayoría de la merluza comercializada en España. Por este motivo se 
optó por seleccionar tres de ellas, M. capensis, M. merluccius y M. hubbsi, para 
simular una mezcla modelo compleja y como especie de referencia para la 
realización de la recta patrón se optó por la especie sudafricana M. capensis. 
En la siguiente tabla se muestran tanto los porcentajes esperados como los 
calculados de Merluccius sp. en las distintas muestras problema elaboradas 
aplicando la ecuación de la recta patrón realizada con distintos porcentajes de un 
jemplar de la especie M. capensis (figura 5.2): 
 
Tabla 5.21. Valores de
e
 c ± IC y % calculdados de Merluccius sp. en las muestras 
problema. MCAP: M. capensis, MMER: M. merluccius y MHUB: M. hubbsi. Los análisis se 
llevaron a cabo con los sistemas HAKE y MLL.  
 
 SISTEMA HAKE SISTEMA MLL 
Muestra c  % calculado c  % calculado 
          
8% MCAP 22,23±0,15 4,59 27,02±0,13 6,24 
12% MCAP 21,05±0,14 7,56 25,87±0,26 10,40 
20% MCAP 18,86±0,20 19,06 24,40±0,34 20,08 
12% MMER 20,29±0,18 10,43 25,99±0,20 9,87 
8% MHUB 23,60±0,11 2,58 28,09±0,15 3,89 
12% MHUB 22,60±0,14 3,92 27,04±0,17 6,18 
20% MHUB 20,73±0,21 8,67 25,76±0,28 10,92 
     
 
Los resultados muestran una gran similitud al comparar porcentajes 
espera
ango de porcentajes de diferencias entre valores 
observados y esperados del 0-22%, inferior al 5-43% obtenido en HAKE. Este rango 
de des
dos y calculados, fundamentalmente para los porcentajes más altos y tanto 
si la merluza problema es merluza del Cabo como si se trata de la merluza europea. 
Igualmente, este ajuste a los porcentajes esperados, se obtiene tanto para el 
sistema mitocondrial HAKE como para el nuclear MLL, siendo sensiblemente 
mejores para éste último, con un r
viación en los porcentajes es muy similar a los presentados por Hird y col. 
(2005) en un trabajo de cuantificación de abadejo (Theragra chalcogramma) en 
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productos de pescado comerciales, y también similares a los definidos por Köppel y 
col. (2008, 2009b) en trabajos de cuantificación de distintas especies cárnicas en 
mezclas binarias y cuaternarias. Por el contrario para la merluza argentina (M. 
hubbsi
pide 
cuantif
Los valores de c obtenidos para las especies M. merluccius, M. capensis y 
 cuantificación de 
la merluza argentina ya que el valor medio de c para los ejemplares de las tres 
especies, en ambos sistemas, ra m  incluso ás pró valores 
medios de  M. ,62 AKE y MLL)  capensis 
(18,08 en izad aliza e la recta 
patrón, qu mer ,42 M. capensis.  
 
Este resultado debería contrastarse con más ensayos en los que se empleen 
varios ejemplares de la especie 
), los porcentajes calculados presentan una gran desviación con respecto a 
los esperados en ambos sistemas.  
 
La utilización de un gen nuclear para la cuantificación absoluta de una 
especie de pescado en una mezcla modelo ya fue descrita con anterioridad por 
otros autores (Hird y col. 2005). Los resultados alcanzados por estos autores se 
ajustaron a lo esperado de manera similar a lo que se describe en la presente 
memoria, a pesar de que destacan la existencia de un efecto matriz que  les im
icar la especie diana de modo fiable en muestras con porcentajes inferiores 
al 20%. En el presente trabajo es posible la cuantificación de porcentajes del 8% de 
la especie M. capensis empleando el sistema MLL. 
 
M. hubbsi en los ensayos de inclusividad de los sistemas HAKE y MLL (capítulo 4 
tablas 4.5 y 4.6) no indicaban la posibilidad de un desajuste en la
 e uy similar, m ximos los 
 c entre hubbsi (18 en H  23,05 en  y M.
 HAKE y 23,30 en MLL), especie util a para la re ción d
e entre M. luccius (19 en HAKE y 22,56 en MLL) y 
M. hubbsi para descartar la posibilidad de la 
existencia de diferencias intraespecíficas que no se hayan contemplado en los 
ensayos de inclusividad y que pudieran afectar a los resultados. De no existir 
diferencias intraespecíficas, la cuantificación podría llevarse a cabo de igual modo 
pero empleando una recta patrón de la especie M. hubbsi. En este caso sería 
necesario realizar un análisis de identificación previo, bien mediante PCR a tiempo 
real, o bien mediante secuenciación, para identificar la especie M. hubbsi en la 
muestra problema y a continuación realizar una recta patrón con dicha especie. Por 
el contrario, tanto la merluza europea como la merluza del Cabo podrían 
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cuantificarse de manera eficaz con una misma recta, elaborada con un ejemplar de 
M. capensis. Esta metodología ya se ha aplicado en trabajos como el de Nagase y 
col. (2010) en el que se plantea la cuantificación del grupo de especies de pescado 
del género Cypselurus, empleadas en la elaboración de un producto comercial con 
etiquetado de calidad. En este caso, para que dicho producto cumpla la normativa 
e etiquetado de calidad no es suficiente con que esté elaborado con 
determ
icación. 
 
Pequeñas diferencias de afinidad de la sonda del sistema HAKE por el ADN 
de las disti
d
inadas especies de dicho género, sino que también ha de contener una 
cantidad determinada de dichas especies. Estos autores realizan una recta patrón 
de la mezcla binaria compuesta por una única especie diana (en distintos 
porcentajes) y una de las especies empleada más frecuentemente como sustituta, 
obteniendo unos resultados de cuantificación en productos comerciales que se 
ajustan a los resultados esperados. Sin embargo, no realizan una comparación 
previa para descartar posibles diferencias interespecíficas entre las especies del 
género Cypselurus que pudieran afectar a la cuantif
5.4 CONCLUSIONES 
 
La cuantificación relativa de la especie M. merluccius, por medio de la 
aplicación de la ecuación de Pfaff y considerando como sistema específico 
MMER_VIC y como sistemas de referencia HAKE y MLL, resultó ser generalmente 
eficaz en la resolución de las mezclas binarias M. merluccius + M. paradoxus  y M. 
merluccius + M. capensis de extractos de ADN y liofilizados de músculo. 
 
ntas especies del género Merluccius pueden influir en el cálculo de los 
porcentajes en la cuantificación relativa. El intervalo de confianza calculado para la 
media del valor c  en el sistema HAKE es de 0,25, lo suficientemente pequeño 
para asumir con fiabilidad el valor medio de c  como valor comparativo para todas 
las muestras problema.  
 
La cuantificación absoluta de la especie M. merluccius considerando como 
sistema específico MMER_VIC se ajustó a los resultados esperados tanto en la 
mezcla binaria M. merluccius + M. paradoxus como en la M. merluccius + M. 
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os porcentajes calculados de las especies M. capensis y M. merluccius en 
un ali étodo de la cuantificación absoluta fueron 
ignificativamente iguales a los esperados. No así en la especie M. hubbsi para la 
cual se
les en la 
laboración de las muestras, principalmente en la homogeneización y pesada, no 
han in
capensis de extractos de ADN y liofilizados de músculo. No así para la 
cuantificación absoluta-relativa con el sistema de referencia HAKE. 
 
Tanto la cuantificación absoluta, como la absoluta-relativa de la especie M. 
merluccius en la mezcla M. merluccius + M. capensis, con los sistemas MMER_VIC 
y MLL se ajustó a los resultados esperados en las mezclas de extractos de ADN 
pero no en las mezclas de liofilizados. 
 
La evaluación del sistema MMER_VIC en la mezcla binaria M. merluccius + 
Macruronus sp. no aportó los resultados esperados ya que se vio influenciada, 
tanto por el método de cuantificación empleado, como por la eficiencia del sistema. 
Por el contrario, la cuantificación absoluta de Macruronus sp. con el sistema MAC 
fue efectiva en las mismas muestras. 
 
L
mento modelo por el m
s
 obtuvieron valores considerablemente más bajos de los esperados.  
 
El aumento en el grado de complejidad de las mezclas modelo no influyó en 
los resultados de cuantificación. Los tres tipos de mezclas aportaron buenos 
resultados. Ha de destacarse que los posibles errores experimenta
e
fluido considerablemente en los resultados. Del mismo modo el método de 
extracción empleado para los tres tipos de mezclas no implicó diferencias entre 
ellas.
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CONCLUSIONES GENERALES 
 
Se obtuvieron y analizaron más de 300 secuencias para las especies del 
género Merluccius así como para otras especies filogenéticamente cercanas de 
distintos fragmentos de ADN mitocondrial y nuclear, principalmente de las regiones 
de ADN más utilizadas en la identificación de especies de pescado. 
 
El análisis de las secuencias dio lugar al diseño de 26 sistemas TaqMan-
MGB de PCR a tiempo real especie-específicos, para la identificación de las 
principales especies comerciales de merluza, y 4 sistemas de género, 3 de ellos 
para la identificación del género Merluccius y 1 para el género Macruronus. 
 
La ecuación de Richards ajusta de forma robusta y consistente los datos de 
una reacción de PCR a tiempo real, al igual que las ecuaciones logística y Weibull. 
Sin embargo, la ecuación de Richards proporcionó los mejores resultados después 
de aplicar un test de consistencia de Fisher y la comparación directa de los tres 
modelos mediante los criterios de Akaike y Bayes. 
 
La ecuación de Richards aporta parámetros, como c , que definen muy bien 
aspectos geométricos de la curva que describe el proceso de la PCR, y que pueden 
emplearse como sustitutos del valor Ct, comúnmente empleado en los ensayos de 
PCR a tiempo real. 
 
La utilización de la ecuación de Richards  para ajustar una reacción de PCR, 
y por consiguiente, la utilización del valor del parámetro c en ensayos de PCR a 
tiempo real, permiten comparar datos de distintos ensayos sin la subjetividad 
derivada del método “threshold”.  
 
Los 6 sistemas TaqMan-MGB evaluados en ensayos de inclusividad, 
mostraron siempre amplificación positiva para sus correspondientes muestras 
diana. En los ensayos de exclusividad los sistemas evaluados presentaron nula o 
escasa reacción cruzada con especies no diana, a excepción del sistema MMER 
que presentó reacción cruzada significativa para la especie M. capensis. 
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La aplicación con el sistema de 
entificación especie-específico MMER_VIC, permitió la correcta identificación de 
la especie 
 
plicación de la ecuación de Pfaff y considerando como sistema específico 
MMER_VIC y como sistemas de re
La cuantificación absoluta de la especie M. merluccius considerando como 
sistema específico MMER_VIC, se ajustó a 
Tanto la cuantificación absoluta, como la absoluta-relativa de la especie M. 
merluccius 
La evaluación del sistema MMER_VIC en la mezcla binaria M. merluccius + 
Macruronus sp.
tanto por el método de cuantificación empleado, como por la eficiencia del sistema. 
Por el contrario, la cuantificación absoluta de Macruronus sp. mediante el sistema 
MAC fue efectiva en las mismas muestras. 
 
Los porcentajes calculados de las especies M. capensis y M. merluccius en 
un alimento modelo por el método de la cuantificación absoluta fueron 
significativamente iguales a los esperados. No así en la especie M. hubbsi para la 
cual se obtuvieron valores considerablemente más bajos de los esperados.  
de la técnica de PCR a tiempo real, 
id
Merluccius merluccius en muestras comerciales, sin presentar ningún 
falso positivo. 
 
La cuantificación relativa de la especie M. merluccius, por medio de la
a
ferencia HAKE y MLL, resultó ser generalmente 
eficaz en la resolución de las mezclas binarias M. merluccius + M. paradoxus  y M. 
merluccius + M. capensis de extractos de ADN y liofilizados de músculo. 
 
los resultados esperados tanto en la 
mezcla binaria M. merluccius + M. paradoxus como en la M. merluccius + M. 
capensis de extractos de ADN y liofilizados de músculo. No así para la 
cuantificación absoluta-relativa con el sistema de referencia HAKE. 
 
en la mezcla M. merluccius + M. capensis, con los sistemas MMER_VIC 
y MLL se ajustó a los resultados esperados en las mezclas de extractos de ADN 
pero no así en las mezclas de liofilizados. 
 
 no aportó los resultados esperados ya que se vio influenciada, 
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El aumento en el grado de complejidad de las mezclas modelo no influyó en 
los resultados de cuantificación, sin encontrarse diferencias significativas entre 
tipos de muestra. 
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ANEXO 
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Figura 1. Localización de los sistemas de PCR a tiempo real diseñados en el fragmento Kocher. Se representa un haplotipo por especie. Enmarcado en 
verde claro el cebador directo, en azul la sonda y en verde oscuro el cebador reverso. Este código de colores se aplica a todas las figuras del anexo. 
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Figura 1. Continuación. 
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Figura 2. Localización de los sistemas de PCR a tiempo real diseñados en el fragmento SB. Se representa un haplotipo por especie. 
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Figura 2. Continuación. 
 
 2??
 
Figura 2. Continuación 
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Figura 3. Localización de los sistemas de PCR a tiempo real diseñados en el fragmento CR. Se representa un haplotipo por especie. 
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Figura 3. Continuación. El sistema HAKE se localiza en la secuencia MSEN_AF112252. 
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias obtenidas para el fragmento COI. Localización del sistema de género COI-MAC. 
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Figura 4. Continuación. 
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias obtenidas para el fragmento MLL. Localización de los sistemas de PCR a tiempo real. 
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Figura 5 Continuación. 
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias obtenidas del fragmento RAG1. Localización del sistema de PCR a tiempo real RAG1 
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Figura 6. Continuación. 
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Figura 6. Continuación 
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias obtenidas del fragmento MSTN1. Localización de los sistema de PCR a tiempo real MSTN1(1) y MSTN1(2). 
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Figura 7. Continuación. 
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Figura 7. Continuación.
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Figura 7. Continuación 
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Figura 7. Continuación. 
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Figura 7. Continuación 
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Figura 7. Continuación. Localización del sistema MSTN1(1) 
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Figura 7. Continuación. Localización del sistema MSTN1(1)
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Figura 7. Continuación. 
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Figura 7. Continuación 
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Figura 7. Continuación. Localización del sistema MSTN1(2).
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Figura 7. Continuación. Localización del sistema MSTN1(2).
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Figura 7. Continuación. 
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Figura 7. Continuación 
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Figura7. Continuación. 
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Figura 7. Continuación 
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias obtenidas para el fragmento ITS1. Localización de los sistemas de PCR a tiempo real. 
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Figura 8 Continuación. 
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Figura 8. Continuación. 
